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Detailní pochopení vývoje nového jedince zavisí na objasnění časo-
prostorových mechanismů, které určují tělní plán. Z tohoto důvodu klíčovou otázkou 
časného embryonálního vývoje obratlovců stále zůstává, kdy a jak dochází 
k determinaci a diferenciaci jednotlivých buněk, což posléze vede ke specifikaci tělní 
osové polarity a založení základů všech orgánů a tkání. Odpověď na tuto otázku 
přinese nové možnosti využití nejen pro primární výzkum, ale i pro obor aplikované 
medicíny. 
Hlavní cíl předkládané disertační práce spočíval ve stanovení časo-
prostorových molekulárních gradientů buněčných determinantů v průběhu časného 
embryonálního vývoje. Jako modelový organismus byla zvolena africká drápkatá 
žába, druh Xenopus laevis, která disponuje dostatečně velkými oocyty a vnější 
embryogenezí. Vzhledem k pozdní aktivaci embryonálního genomu se předpokládá, 
že stěžejní mechanismus počáteční determinace buněk závisí na nerovnoměrné 
lokalizaci maternálních faktorů uvnitř oocytu a jejich asymetrické distribuci 
do dceřiných blastomer v průběhu rýhování. Pomocí metody qPCR tomografie byly 
identifikovány dva hlavní lokalizační gradienty s preferencí buď v animální, nebo 
vegetativní hemisféře zralého oocytu. Tyto gradienty se shodovaly jak pro maternální 
mRNA, tak i pro miRNA molekuly. U maternální mRNA navíc došlo k rozlišení dvou 
vegetativních podskupin s odlišným profilem gradientu. Determinanty zárodečné 
plazmy vykazovaly strmý gradient ve vegetativním pólu, zatímco ostatní vegetativní 
transkripty měly pozvolný gradient. Potvrzena byla i asymetrická distribuce 
maternální mRNA z oocytu do jednotlivých blastomer od vývojového stádia 8 buněk 
po 32 buněčné embryo, kde animální blastomery vykazovaly jiné zastoupení 
transkriptů než vegetativní blastomery. V jednotlivých blastomerách nebyl nalezen 
gradient mRNA, který by odpovídal specifikaci dorzo-ventrální a pravo-levé tělní osy 
během časného rýhování embrya.  
Souhrnné výsledky předkládané práce představují první krok k sestavení časo-
prostorové mapy klíčových biomolekul, které se podílejí na určení tělní osové 




Clarifying the underlying spatio-temporal mechanisms that determine body 
pattern is important for detailed understanding of embryonic development. A crucial 
question of vertebrate embryogenesis remains: when and how are single blastomeres 
determined for differentiation that subsequently leads to body axes specification and 
the formation of different tissues and organs? The answer to this question will be 
beneficial for primary research as well as in the field of applied medicine. 
The main aim of the presented thesis was to study spatio-temporal molecular 
gradients of cell fate determinants during early embryonic development. The African 
clawed frog Xenopus laevis was used as a model organism because of their large size 
of oocytes and external embryonic development. Due to late activation of embryonic 
transcription, a crucial mechanism of early blastomeres determination is dependent 
on asymmetric localization of maternal factors within oocyte and their uneven 
distribution into single blastomeres during early cell division. Two main localization 
patterns were identified along the animal-vegetal axis of the mature Xenopus oocyte 
using qPCR tomography. The localization gradient with preference in either animal 
or vegetal hemisphere was found for maternal mRNA as well as miRNAs. Moreover, 
two vegetal subgroups were distinguished for maternal mRNAs, which differ in 
gradient pattern. Germ plasm determinants showed a very steep gradient towards the 
vegetal pole, whereas the other vegetal transcripts had a less steep spatial gradient 
towards the pole. We demonstrated that the animal-vegetal asymmetry within the 
mature oocyte is transferred to the single blastomeres of 8, 16 and 32-cell stage 
embryos during early cell division. No asymmetry of maternal mRNA distribution 
was found among single blastomeres that may be ascribed to the dorso-ventral 
specification and/or left-right body axis formation during early embryogenesis.  
Summarizing the results of this thesis represents the first step of creating the 
spatio-temporal map of crucial biomolecules involved in body axis polarity formation 






1. Úvod ..................................................................................................................... 8 
2. Cíle disertační práce........................................................................................... 10 
3. Literární přehled ................................................................................................ 11 
3.1. Xenopus – modelový organismus ............................................................... 11 
3.1.1. Význam rodu Xenopus ......................................................................... 11 
3.1.2. Xenopus laevis vs. Xenopus tropicalis ................................................. 12 
3.1.3. Xenopus laevis (drápatka vodní) .......................................................... 13 
3.2. Časný embryonální vývoj Xenopus laevis .................................................. 15 
3.2.1. Oogeneze a struktura oocytu Xenopus laevis ....................................... 15 
3.2.1.1. Maternální faktory ......................................................................... 17 
3.2.1.2. Maternální transkripce ................................................................... 18 
3.2.2. Určení tělních os v časném embryonálním vývoji Xenopus laevis ...... 18 
3.2.2.1. Animálně-vegetativní osa .............................................................. 20 
3.2.2.1.1. Časná transportní dráha (METRO) ............................................. 21 
3.2.2.1.2. Pozdní transportní dráha ............................................................. 22 
3.2.2.1.3. Animální transport ...................................................................... 23 
3.2.2.1.4. Vliv animálně-vegetativní osy na určení zárodečných listů ....... 24 
3.2.2.2. Dorzo-ventrální osa ....................................................................... 25 
3.2.2.2.1. Vliv kortikální rotace na dorzo-ventrální osu ............................. 26 
3.2.2.2.2. Specifikace dorzálních struktur v průběhu gastrulace ................ 28 
3.2.2.3. Pravo-levá osa ............................................................................... 28 
3.2.2.3.1. Pravo-levá osa v průběhu rýhování ............................................ 29 
3.2.2.3.2. Pravo-levá osa v průběhu neurulace ........................................... 30 
3.3. Regulace maternální mRNA ....................................................................... 31 
3.3.1. Regulace translace prostřednictvím poly(A) konce ............................. 31 
3.3.2. Regulace translace prostřednictvím mikroRNA .................................. 32 
4. Seznam publikací ............................................................................................... 35 
4.1. Spatial expression profiles in the Xenopus laevis oocytes measured           
with qPCR tomography ................................................................................. 36 
4.2. Single blastomere expression profiling of Xenopus laevis embryos               
of 8 to 32-cells reveals developmental asymmetry ....................................... 42 
7 
 
4.3. Intracellular microRNA profiles form in the Xenopus laevis oocyte             
that may contribute to asymmetric cell division ........................................... 50 
4.4. Effects of post mortem and physical degradation on RNA integrity             
and quality ..................................................................................................... 62 
4.5. Pre-amplification in the context of high-throughput qPCR gene       
expression experiment ................................................................................... 79 
5. Diskuze ............................................................................................................ 101 
6. Závěry .............................................................................................................. 107 
7. Seznam použité literatury ................................................................................ 109 
























Nerovnoměrná distribuce buněčných determinantů představuje základní 
biologickou strategii, jak produkovat rozdílné buňky během buněčného dělení. Toto 
asymetrické dělení je pozorováno u mnoha biologických procesů, které zahrnují 
například diferenciaci a obnovu kmenových buněk (Blanpain et al., 2004; Knoblich, 
2008), nádorové bujení (Knoblich, 2010; Shahriyari and Komarova, 2013) či vývoj 
embrya (Schatten and Sun, 2010; Pereira and Yamashita, 2011). Z pohledu časné 
embryogeneze představuje vznik buněčné polarity, jejímž výsledkem dochází 
k asymetrickému dělení, zásadní mechanismus určení tělní osové polarity a celého 
tělního plánu.  
Asymetrická lokalizace maternálních determinantů v konkrétních 
podoblastech uvnitř oocytu představuje vysoce konzervovanou strategii, která 
umožňuje nerovnoměrné rozdělení těchto maternálních biomolekul do dceřiných 
buněk během časného rýhování embrya. Nejenom přítomnost či absence konkrétního 
determinantu v buňce, ale i jeho množství může posléze ovlivnit celou řadu dalších 
genů nebo i celé signální dráhy. Bylo ukázáno, že již třínásobný rozdíl v koncentraci 
buněčného determinantu může vést ke kompletně odlišnému buněčnému osudu 
(Smith and Gurdon, 2004). Obecně se předpokládá, že mezi klíčové maternální 
determinanty buněčného osudu patří zejména mRNA (messenger ribonucleic acid) 
a proteiny. Maternálně uložená informace přetrvává u naprosté většiny obratlovců 
ve vyvíjejícím se embryu až do chvíle aktivace embryonálního genomu. U žab rodu 
Xenopus dochází ke spuštění embryonální transkripce až ve stádiu střední blastuly 
(MBT stage, mid-blastula transition), tj. v průběhu 12. buněčného dělení po oplození, 
kdy embryo obsahuje již tisíce buněk. Rýhováním vznikají kompletně oddělené 
blastomery, které nejsou propojené cytoplazmatickými můstky, a proto se maternální 
determinanty nemohou volně přesouvat mezi vzniklými dceřinými buňkami. Z tohoto 
důvodu je určení lokalizace maternálních determinantů uvnitř oocytu a jejich 
distribuce do dceřiných buněk v průběhu rýhování zcela zásadní pro objasnění 
mechanismů, které specifikují základní tělní osy a obecně tělní plán embrya. První 
osovou asymetrii u Xenopus laevis lze pozorovat ještě opřed oplozením. V průběhu 
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oogeneze dochází k vytvoření animálně-vegetativní osy, která odpovídá hlavo-ocasní 
tělní ose. Další dvě tělní osy jsou určené v průběhu časného embryonálního vývoje. 
První rýha rozděluje embryo na budoucí pravou a levou část, kdežto druhá rýha určuje 
dorzo-ventrální (hřbeto-břišní) tělní osu.  
V předkládané dizertační práci byla pro určení lokalizačních profilů 
maternální mRNA a miRNA (micro ribonucleic acid; microRNA) uvnitř zralého 
oocytu Xenopus laevis použita metoda RT-qPCR (reverse transcriptase quantitative 
polymerase chain reaction) tomografie. Tato metoda umožňující měření prostorové 
lokalizace transkriptů podél osy zájmu uvnitř biologického vzorku byla zcela poprvé 
aplikována v Laboratoři genové exprese Biotechnologického ústavu Akademie Věd 
ČR. Kvantifikace miRNA byla provedena pomocí unikátní metody zvané RT-
miQPCR (reverse transcriptase miRNA quantitative polymerase chain reaction) 
ve spolupráci s Dr. Vladimírem Benešem a Dr. Mirco Castoldi (EMBL Genomics 
Core Facility, Heidelberg, Německo) (Benes et al., 2015). Tato metoda využívá 
univerzální adaptor neboli miLINKER, který prodlouží 3´ konec jednovláknové 
RNA. Toto prodloužení umožní přepis miRNA do cDNA a posléze i její kvantifikaci 













2. Cíle disertační práce 
Cílem disertační práce bylo studium časo-prostorové lokalizace klíčových 
maternálních biomolekul, které zajišťují determinaci a diferenciaci jednotlivých 
blastomer v průběhu časného embryonálního vývoje. Modelovým organismem byla 
zvolena africká drápkatá žába, druh Xenopus laevis.  
 
Stanovené cíle: 
1.  Stanovit lokalizační profily maternálních mRNA podél animálně-vegetativní 
osy zralého oocytu Xenopus laevis pomocí vysokorozlišovací qPCR 
tomografie. 
 
2. Určit distribuci maternálních mRNA do jednotlivých blastomer v průběhu 
časného rýhování se zaměřením na specifikaci animálně-vegetativní, dorzo-
ventrální a pravo-levé tělní osy. 
 
3. Popsat lokalizační profily regulačních molekul miRNA podél animálně-
vegetativní osy zralého oocytu Xenopus laevis. 
 
4. Ověřit vliv teplotní degradace a enzymatické degradace post mortem 
na kvalitu vzorků RNA. 
 
5. Vyhodnotit základní faktory, které ovlivňují efektivitu pre-amplifikační 
reakce, jenž je nezbytná pro kvantifikaci genové exprese prostřednictvím 







3. Literární přehled 
3.1. Xenopus – modelový organismus 
V současné době představují obojživelníci rodu Xenopus jeden 
z nejvýznamnějších modelových organismů vývojové biologie. V porovnání 
s ostatními modelovými organismy embryonálního vývoje obratlovců nabízejí hned 
několik nesporných výhod, které je činí unikátními. Hlavními přednostmi oproti 
savčímu modelu je bezpochyby velký počet oocytů ve snůšce (řádově tisíce), vnější 
oplození a následný, již od první rýhy dobře pozorovatelný embryonální vývoj. 
Z hlediska mikromanipulací mezi výhody patří dostatečná velikost oocytů a embryí, 
které upřednostňují tyto obojživelníky před myším modelem (Mus musculus) (Beck 
and Slack, 2001). Dalším modelem z pohledu embryologie je Dánio pruhované 
(Danio rerio), které vykazuje podobné výhody jako žáby rodu Xenopus. Avšak 
z hlediska mikromanipulací a mikroinjikací do blastomer vykazují embrya Dánia 
značnou křehkost, čímž dochází k výrazné redukci úspěšnosti tohoto typu manipulací 
(Hirsch et al., 2002). Oproti tomu embrya žab rodu Xenopus disponují nezvykle 
vysokou regenerační schopností a navíc po strávení části žloutkových granul se 
ve stádiu plovacího pulce stávají transparentními (okolo vývojového stádia 35). 
Průhlednost embryí poté umožňuje využívání fluorescenčních reportérových genů 
jako visuálních markerů během studia vývojových procesů a signálních kaskád. 
 
3.1.1. Význam rodu Xenopus 
Význam obojživelníků rodu Xenopus je podtrhnut faktem, že v souvislosti 
se studium tohoto modelového organismu byly uděleny dvě Nobelovy ceny. Roku 
1935 získal Nobelovu cenu v oboru fyziologie a lékařství německý zoolog Hans 
Spemann za objev dorzálního rtu blastoporu u obojživelníků, též označovaný jako 
„Spemannův organizátor“. Organizátor představuje klíčovou oblast gastrulace 
a diferenciace buněk všech tří zárodečných listů (Sander and Faessler, 2001). 
Funkčně stejné struktury se utvářejí v časném embryonálním vývoji u všech 
obratlovců. U savců se tato oblast nazývá Hensenův uzel a u ptáků embryonální štít 
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(Boettger et al., 2001; Viebahn, 2001). Dalším významným nositelem Nobelovy ceny 
za fyziologii a lékařství se stal v roce 2012 britský vývojový biolog Sir John Gurdon, 
který v 50. letech 20. století studoval přenos jader somatických buněk. Gurdon et al. 
(1958) naklonoval 10 pulců Xenopus laevis z jader střevních buněk, které vložil 
do enukleovaných zralých oocytů. Dokázal, že jádra diferencovaných buněk jsou 
schopná se ve vhodném prostředí reprogramovat do stádia pluripotentní kmenové 
buňky (Gurdon, 1962). 
 
3.1.2. Xenopus laevis vs. Xenopus tropicalis 
Obecně se Xenopus řadí mezi drápkaté žáby, které pocházejí z mokřad a bažin 
střední a jižní Afriky. Systematicky spadají do čeledi Pipidae, kde je rozlišováno 
několik rodů. Drápkaté žáby jsou pak dle ploidie jednotlivých druhů přiřazovány 
ke dvěma rodům. První z nich se označuje Silurana a zahrnuje diploidní druh 
Silurana tropicalis, častěji označovaný jako Xenopus tropicalis (drápatka tropická). 
Druhý rod Xenopus zahrnuje většinu tetraploidních, oktopoidních a dodekaploidních 
druhů, včetně druhu Xenopus laevis (drápatka vodní) (Evans et al., 2004). Evoluční 
oddělení těchto dvou rodů proběhlo zhruba před 30 miliony lety (Bisbee et al., 1977). 
Dnes jsou oba dva druhy vnímány jako klíčové modelové organismy experimentální 
biologie, avšak jejich využití se liší v závislosti na jejich genomu, generační době 
a velikosti (Tab. 1.). X. tropicalis představuje diploidní druh s 10 páry chromozomů, 
které lze rozdělit do šesti morfologicky odlišných skupin (Tymowska, 1973). Menší 
velikost dospělých jedinců (dorůstají velikosti 4 - 5 cm), menší velikost oocytů (0,7 
– 0,8 mm) a kratší generační doba (4 - 6 měsíců) předurčují tento druh k využití 
pro multigenerační genetické a genomické studie (Amaya et al., 1998; Hirsch et al., 
2002). Vzhledem k diploidnímu genomu lze snadněji využít metody transgeneze či 
genetického mapování (Goda et al., 2006). Oproti tomu druh X. laevis je 
allotetraploidní s duplikovaným genomem obsahující čtyři kopie většiny genů 
(Thiebaud and Fischberg, 1977). Karyotyp tvoří 18 párů chromozomů, které jsou 
rozděleny do sedmi morfologických skupin a v průběhu meiózy tvoří tyto 
chromozomy bivalenty (Tymowska and Fischberg, 1973). Relativně dlouhá 
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generační doba (1 – 2 roky) společně s tetraploidním genomem činí tento druh 
nevhodným pro genetické analýzy a transgenní postupy. Nicméně větší velikost 
dospělých jedinců (dorůstají do velikosti kolem 10 cm), větší rozměry nakladených 
oocytů (1 – 1,3 mm) a posléze i větší velikost vyvíjejících se embryí zvýhodňují tento 
druh jako modelový organismus pro experimentální embryologii a výzkum časného 
embryonálního vývoje (Hirsch et al., 2002). 
 
 
 Xenopus tropicalis Xenopus laevis 
Ploidie Diploid Allotetraploid 
Počet chromozomů (n) 10  18  
Velikost genomu 1,7 x 109 bp 3,1 x 109 bp 
Velikost dospělce 4 – 5 cm 10 cm 
Generační doba 3 – 5 měsíců 8 – 12 měsíců a déle 
Velikost oocytů 0,7 – 0,8 mm 1 – 1,3 mm 
Počet oocytů ve snůšce 300 – 1000 1000 - 9000 
Tab. 1. Základní údaje popisující druhy Xenopus tropicalis a Xenopus laevis (upraveno podle 
Hirsch et al., 2002). 
 
 
3.1.3. Xenopus laevis (drápatka vodní) 
Druh Xenopus laevis (Obr. 1.) se do popředí zájmů dostal ve 30. letech 
20. století, kdy bylo zjištěno, že lze u samice stimulovat ovulaci oocytů lidským 
choriogonádotropním hormonem (hCG). Injekční podání tohoto hormonu pod kůži 
do lymfatických vaků na hřbetní straně vyvolává kdykoliv během roku, nezávisle 
na ročním období, do 12 hodin ovulaci. Zpočátku byly samice X. laevis využívány 
na testy těhotenství. Těhotné ženy ve své moči vylučují hCG, a tudíž její injekční 
podání do lymfatických vaků samic vede k ovulaci oocytů (Bellerby, 1934; Shapiro 
and Zwarenstein, 1934). Díky tomuto faktu došlo v 50. letech k masivnímu rozšíření 
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tohoto modelového organismu do klinických laboratoří po celém světě (Gurdon and 
Hopwood, 2000). V dnešní době je stimulace samic pomocí hCG v laboratořích 
využívána rutinně, a tudíž byl eliminován problém spojený s nedostatkem 
experimentálního materiálu. V jedné snůšce samice X. laevis naklade řádově tisíce 
oocytů (Hirsch et al., 2002) a stejná samice může být využívána k opětovné stimulaci 




Obr. 1. Dospělý pár Xenopus laevis z chovů Biotechnologického ústavu AV ČR. Samice dorůstají 
velikosti 10 až 13 cm, zatímco samci dosahují zhruba o jednu třetinu menšího vzrůstu.  
 
 
Možnosti využití X. laevis jako modelového organismu jsou široké a zahrnují 
studium jak na poli buněčné biologie, tak v rámci časného embryonálního vývoje 
obratlovců. Již v 70. letech 20. století Sir John Gurdon využíval oocyty X. laevis 
k translačním pokusům. Dokázal, že oocyt disponuje schopností translatovat 
mikroinjikovanou exogenní mRNA a následně syntetizovat odpovídající protein 
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(Gurdon et al., 1971). Posléze se oocyty začaly používat pro in vivo studium 
biologických makromolekul (Gurdon, 1975). Další možné využití tohoto 
modelového organismu představuje studium funkce genů v průběhu časného 
embryonálního vývoje. V tomto přístupu se nejčastěji používá blokace exprese 
zkoumaného genu pomocí mikroinjekce antisense morpholino oligonukleotidů (MO) 
do cytoplazmy oocytu, kde MO specificky a účinně blokuje translaci transkriptu 
(Heasman et al., 2000; Heasman, 2002). Nevýhoda této metody je pouze přechodný 
účinek MO. Oproti tomu trvalou změnu genomu, a tím i stálou změnu exprese 
konkrétního genu, umožňují transgenní metody (Kroll and Amaya, 1996; Werdien et 
al., 2001). Z hlediska časné embryogeneze umožňuje modelový organismus X. laevis 
studovat nejenom funkci jednotlivých genů během vývoje, ale i ostatní procesy 
a biomolekuly.  
  
3.2. Časný embryonální vývoj Xenopus laevis 
Klíčovou otázkou vývojových biologů stále zůstává jak na počátku jedna 
buňka, tedy oocyt, může vést ke vzniku komplexního organismu, který má určenou 
tělní osovou polaritu a obsahuje různé typy tkání. Prvním a zároveň stěžejním krokem 
embryogeneze je oplození. Ačkoliv vznik dospělého jedince závisí na genetické 
informaci z obou rodičovských jader, základní informace pro časnou fázi 
embryonálního vývoje lze najít již ve zralém oocytu. Tato maternální informace 
přetrvává ve vyvíjejícím se embryu až do doby aktivace embryonálního genomu, 
respektive zahájení embryonální transkripce (Schier, 2007; Langley et al., 2014). 
Napříč různými druhy obratlovců dochází k aktivaci embryonální transkripce 
v odlišných fázích rýhování časného embrya. 
 
3.2.1. Oogeneze a struktura oocytu Xenopus laevis 
Produkce zralých oocytů je zajištěna souvisle po celou dobu reprodukčního 
života dospělé samice X. laevis. Oogeneze trvá 6 – 8 měsíců a probíhá asynchronně. 
Z tohoto důvodu se v ovariích nacházejí vždy všechna vývojová stádia zrání oocytu. 
Významnou roli v procesu zrání zajišťují folikulární buňky, které v jedné vrstvě 
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obklopují rostoucí oocyt. Jejich funkce spočívá v syntéze mukopolysacharidového 
obalu a pomocí mezerového spojení (z angl. gap junction) regulují meiózu a ukládání 
žloutku v oocytu (Houston, 2013). 
Vlastní oogenezi lze rozdělit do šesti po sobě následujících stádií (stádium I – 
VI), kdy na začátku oocyt vykazuje jiné morfologické vlastnosti než na konci procesu 
zrání. Ve stádiu I je oocyt průhledný, s jádrem orientovaným uprostřed a zcela 
bez vnějších znaků polarity. Akumulace pigmentových granul a žloutku uvnitř oocytu 
se odehrává až v průběhu stádia III (Dumont, 1972; Danilchik and Gerhart, 1987; 
Kloc et al., 2001). Zralý oocyt X. laevis (stádium VI) se skládá ze dvou barevně 
odlišitelných hemisfér, které určují animálně-vegetativní osu. Tmavé zbarvení 
animální poloviny je způsobeno nahromaděním značného množství pigmentových 
granul neboli melanozómů v této oblasti. Oproti tomu obsah světle zbarvené 
vegetativní hemisféry vyplňuje žloutek (Danilchik and Gerhart, 1987) (Obr. 2.). 
Asymetrickou lokalizaci podél animálně-vegetativní osy vykazují i buněčné 
organely. Jádro zralého oocytu není umístěné uprostřed, ale dochází k jeho posunu 
směrem k animální hemisféře (Gurdon, 1968; Jullien et al., 2011). Golgiho aparát, 
část endoplazmatického retikula a mitochondrie lze naopak najít ve větším množství 







Obr. 2. Zralý oocyt Xenopus laevis. Určení animálně-vegetativní osy probíhá během oogeneze. 
Tmavé zbarvení animální hemisféry způsobuje nahromadění pigmentových granul v této oblasti. 
Oproti tomu světlá vegetativní hemisféra obsahuje žloutek. Průhledný, rosolovitý obal kolem 
oocytuplní funkci mechanické ochrany (upraveno z www.xenbase.org). 
 
 
Z hlediska vývojové biologie se rozlišuje několik typů oocytů v závislosti 
na množství a distribuci žloutku. Oocyty obojživelníků se řadí do skupiny 
mezolecitálních oocytů, které obsahují střední množství žloutku s lokalizací 
ve vegetativní hemisféře. Kromě žloutku a buněčných organel se ve zralém oocytu 
X. laevis vyskytuje značné množství proteinů a nezvykle velké množství RNA, které 
se v rámci jedné buňky pohybuje okolo 4 µg. Vzhledem k tomuto faktu jsou oocyty 
drápatek s výhodou používány ke studiu těchto biomolekul, jak na úrovni jedné 
buňky (Smits et al., 2014; Sun et al., 2014), tak v případě RNA dokonce i na úrovni 
vnitrobuněčné (Sindelka et al., 2008). 
 
3.2.1.1. Maternální faktory 
Oocyty žab rodu Xenopus obsahují kompletní informaci nezbytnou 
k proliferaci a následnou diferenciaci dceřiných buněk v průběhu časného 
embryonálního vývoje. Rozdílná distribuce maternálních faktorů v oocytu 
18 
 
představuje vysoce konzervovanou strategii, která buňce umožňuje vytvářet lokální 
asymetrii v konkrétních podoblastech cytoplazmy. Z hlediska diferenciace a pozdější 
specializace buněk je klíčová právě distribuce maternálních faktorů uvnitř oocytu 
(Shav-Tal and Singer, 2005). Bylo ukázáno, že mezi tyto klíčové determinanty 
buněčného osudu patří hlavně molekuly mRNA a různorodé proteiny (Houston, 
2013). 
 
3.2.1.2. Maternální transkripce 
Zralé oocyty X. laevis obsahují tzv. maternální mRNA, která je syntetizovaná 
v průběhu oogeneze a jako předloha transkripce slouží maternální chromozomy 
(Heasman, 2006). Maternální mRNA se nachází ve vyvíjejícím se embryu až 
do 12. buněčného dělení po oplození, kdy embryo obsahuje více než 4000 buněk 
(vývojové stádium označované jako stádium 8). Tato hranice se u embrya označuje 
jako MBT stádium (stádium střední blastuly) a jejím klíčovým bodem je spuštění 
embryonální transkripce (Newport and Kirschner, 1982; Etkin and Balcells, 1985). 
Do MBT stádia probíhá pouze translace a veškeré transkripty nezbytné pro časný 
embryonální vývoj musí být přítomny již ve zralém oocytu. 
 
3.2.2. Určení tělních os v časném embryonálním vývoji Xenopus laevis 
Z pohledu tělního plánu obratlovců rozlišujeme tři základní tělní osy: anterio-
posteriorní (též označovaná jako kranio-kaudální, hlavo-ocasní), dorzo-ventrální 
(hřbeto-břišní) a pravo-levou. Animálně-vegetativní osa, která se formuje ještě 
před oplozením oocytu odpovídá anterior-posteriorní ose. Vytvoření základů všech 
tří výše zmíněných tělních os lze pozorovat již v průběhu časného embryonálního 
vývoje.  
První fáze embryonálního vývoje po oplození se nazývá rýhování a u X. laevis 
probíhá úplně a radiálně symetricky. První rýha se objevuje 90 min po oplození 
a označuje se jako meridionální. Tato rýha začíná na animálním pólu a prodlužuje 
se směrem k vegetativnímu pólu rychlostí 1 mm/1 min. Prochází místem průniku 
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spermie do oocytu a na opačné straně i středem šedého srpku a tím určuje budoucí 
pravo-levou tělní osu embrya. Oblast šedého srpku určuje dorzální části embrya 
(na opačné straně vůči místu průniku spermie do oocytu) a je rozhodující pro vznik 
blastoporu (prvoúst) a následnou gastrulaci. Následující druhou rýhu lze pozorovat 
30 min po zahájení prvního rýhování. Druhá rýha je kolmá na předchozí a nazývá se 
také meridionální. Postupuje opět směrem od animálního pólu k vegetativnímu, avšak 
rozděluje embryo na dorzální a ventrální část. Ve vzniklém 4-buněčném stádiu 
všechny čtyři blastomery obsahují cytoplazmu jak z animální, tak vegetativní oblasti. 
Teprve třetí, ekvatoriální rýha rozděluje embryo na animální a vegetativní část. Třetí 
rýha vzniká 15 min po druhé rýze a je kolmá na obě předcházející rýhy. Přítomnost 
žloutku ve vegetativní oblasti částečně inhibuje rýhování a z tohoto důvodu ve stádiu 
8 buněk vznikají dva odlišně velké typy blastomer, tzv. vegetativní makromery 
a animální mikromery (Obr. 3.). Následný embryonální vývoj X. laevis je označovaný 




Obr. 3. Schématické (horní řada) a reálné (spodní řada) znázornění časného embryonálního 
vývoje a formování základních tělních os u Xenopus laevis z animálního a dorzálního pohledu. 
Rýhování oplozeného oocytu je zahájeno 90 min po oplození. První rýha vzniká na animálním pólu, 
prodlužuje se směrem k vegetativnímu pólu a určuje budoucí pravo-levou tělní osu embrya. Druhá 
rýha probíhá kolmo k první rýze a rozděluje embryo na ventrální a dorzální část. Třetí rýha je kolmá 
na obě předcházející rýhy a odděluje animální mikromery od vegetativních makromer. Reálné 
obrázky rýhování použity z www.xenbase.org, oocyt a časné embryo odpovídá velikosti 1,3 mm. 
 
 
3.2.2.1. Animálně-vegetativní osa 
První asymetrická distribuce maternálních faktorů uvnitř oocytu probíhá již 
v průběhu oogeneze (Deshler et al., 1997; King et al., 2005). Vnější znaky této 
asymetrie se projevují v období střední a pozdní oogeneze (stádium III – VI), kdy 
dochází k nahromadění pigmentových granul v animální hemisféře a žloutkové masy 
ve vegetativní hemisféře (Danilchik and Gerhart, 1987). Animálně-vegetativní 
asymetrii uvnitř oocytu lze sledovat i na úrovni biomolekul. Kódující maternální 
mRNA, ale i nekódující RNA utvářejí gradient podél této osy s preferencí buď 
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v animální, nebo vegetativní hemisféře. Nedávná analýza transkriptomu odhalila 
zhruba 300 molekul, které jsou lokalizované ve vegetativním kortexu oocytu, což 
představuje 2-3% maternálně exprimovaných genů (Cuykendall and Houston, 2010). 
K lokalizaci maternálních transkriptů do vegetativní hemisféry jsou využity dvě 
odlišné transportní dráhy (Kloc and Etkin, 1995).  
 
3.2.2.1.1. Časná transportní dráha (METRO) 
Časná dráha označována také jako METRO (messenger transport organizer) 
je asociovaná s tzv. mitochondriálním mrakem, který je také nazýván jako Balbianiho 
tělíska. Mitochondriální mrak se utváří již v průběhu časné oogeneze (ve stádiu I) 
v oblasti na vegetativní straně zárodečného váčku (angl. germinal vesicle; označení 
jádra oocytu před meiotickým dělením) a obsahuje značné množství mitochondrií, 
hladké endoplazmatické retikulum a elektron-denzní granulo-fibrilární materiál 
(budoucí zárodečná plazma) (Heasman et al., 1984). Syntéza maternálních 
transkriptů probíhá v zárodečném váčku, ze kterého jsou následně transportovány 
do cytoplazmy. Krátké nukleotidové repetice na cis a trans regulačních elementech 
těchto transkriptů umožňují navázání na RNA-vazebné proteiny a ty poté 
zprostředkují vazbu do mitochondriálního mraku (Snedden et al., 2013). V časné fázi 
oogeneze (stádium II) dochází k rozpadu mitochondriálního mraku na jednotlivé 
ostrůvky zárodečné plazmy a následné translokaci maternálních transkriptů 
asociovaných s těmito ostrůvky do vegetativního kortexu (Heasman et al., 1984). 
Byly identifikovány dva nezávislé lokalizační signály na 3´ UTR (untranslated 
region) oblasti mRNA. První signál zprostředkovává lokalizaci do mitochondriálního 
mraku a druhý umožňuje lokalizaci do vegetativního kortexu (Kloc et al., 1993; Zhou 
and King, 1996a; Zhou and King, 1996b).  
Časná dráha transportuje především maternální faktory asociované 
se zárodečnou plazmou. Transkripty cdx1 (caudal type homeobox 1, nanos homolog, 
dříve označován xcad2), dazl (deleted in azoospermia-like) a ddx25 (deadsouth) 
se přímo podílejí na určení zárodečných buněk, a tudíž je lze detekovat v zárodečných 
granulích oocytu (Kloc et al., 2002; Zhou and King, 2004). Oproti tomu transkripty 
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pgat (primordial germ cell-associated transcript, dříve označovaný jako xpat) a wnt11 
(wingless-type member 11) jsou spojené s fibrilární sítí zárodečné plazmy (Kloc et 
al., 1998). Zároveň pomocí této dráhy lze transportovat i funkční RNA. Transkript 
Xlsirt (Xenopus laevis short interspersed repeat transcripts) spadá do skupiny 
netranslatovaných funkčních RNA, které se pravděpodobně podílí na strukturní 
funkci cytoskeletální sítě ve vegetativním pólu (Kloc and Etkin, 1994). Nicméně 
METRO transportní dráha maternálních faktorů vykazuje nezávislost 
na cytoskeletálním aparátu. Depolymerace mikrotubulů a mikrofilament pomocí 
nokodazolu a cytochalasinu B nevede ke zhroucení časného transportu (Kloc and 
Etkin, 1995; Kloc et al., 1996) a dokonce nevede ani ke snížení integrity 
mitochondriálního mraku (Heasman et al., 1984). Oproti tomu vlastní uchycení 
maternálních transkriptů ve vegetativním kortexu však vyžaduje mikrofilamentární 
aparát. Tento fakt vyplývá ze studie, kdy po ošetření oocytů cytochalasinem B došlo 
k uvolnění molekul RNA z vegetativního kortexu (Kloc and Etkin, 1995).  
 
3.2.2.1.2. Pozdní transportní dráha 
Druhá lokalizační dráha se nazývá pozdní. K její aktivaci dochází v době 
střední a pozdní oogeneze (stádium III – IV) a využívá transportu pomocí cytoskeletu 
(Yisraeli et al., 1990). Touto dráhou nejsou transkripty směrovány 
do mitochondriálního mraku či jeho obdoby, ale dochází k jejich přímému hromadění 
ve vegetativní ooplazmě (Deshler et al., 1997; Gautreau et al., 1997). Pozdní dráha 
lokalizuje mRNA maternálních transkripčních faktorů gdf1 (growth differentiation 
factor 1, dříve používané označení vg1) a vegt (vegetal T-box transcription factor), 
které jsou nezbytné pro specifikaci a následné utvoření zárodečných listů (White and 
Heasman, 2008). Transport těchto transkriptů do vegetativní hemisféry je kódován 
prostřednictvím UUUCU a UUCAC lokalizačních sekvencí v 3´ UTR oblasti 
(Bubunenko et al., 2002; Kwon et al., 2002; Lewis et al., 2004). Mechanismus 
transportu pravděpodobně závisí na speciální populaci váčků z endoplazmatického 
retikula. Maternální transkripty se vážou na tyto váčky prostřednictvím Vera proteinu 
a následný transport do vegetativního pólu je zprostředkován mikrotubulárními 
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vlákny (Deshler et al., 1997; Etkin, 1997; Kwon et al., 2002). Následné uchycení 
ve vegetativním pólu vyžaduje mikrofilamentární síť. Depolymerace mikrotubulů 
nokodazolem ve stádiu III oogeneze způsobí rozptýlení gdf1 transkriptu v cytoplazmě 
oocytu. Avšak působení nokodazolu nemá žádný efekt ve stádiu IV, protože zde již 
dochází k uchycení maternálních transkriptů na mikrofilamenta vegetativního pólu. 
Uvolnění transkriptu gdf1 z tohoto místa pak lze ve stádiu IV navodit cytochalasinem 
B, který se využívá k destabilizaci mikrofilamentární sítě. Na druhou stranu stejný 
postup s použitím cytochalasinu B nemá žádný vliv ve stádiu III (Yisraeli et al., 
1990). Ukazuje se, že vlastní polarizace mikrotubulů v oocytu X. laevis představuje 
důležitý aspekt vegetativního transportu. Naprostá většina plus konců směřuje 
do středu (95% v animální hemisféře a 80% ve vegetativní hemisféře), zatímco mínus 
konce se přichytávají v blízkosti kortexu (Pfeiffer and Gard, 1999). Tato orientace 
představuje opačný mechanismus polarizace než u většiny somatických buněk. 
Nicméně studie vegetativního transportu naznačují, že tento transport závisí 
na minoritní subpopulaci mikrofilamentárních vláken, které vykazují orientaci plus 
koncem k vegetativnímu kortexu a jsou propojené s kinesinovými molekulárními 
motory (Messitt et al., 2008).  
 
3.2.2.1.3. Animální transport  
Mechanismus aktivního transportu maternální RNA do animální poloviny 
není zatím objasněn. Dosud nebyla prokázána závislost cis/trans regulačních faktorů 
nebo zapojení cytoskeletálního aparátu na vzniku animálního gradientu. Předpokládá 
se však, že tyto transkripty nevyžadují aktivní transport. Vzhledem k faktu, že je jádro 
umístěné v animální polovině oocytu, pasivní pohyb a prostá difúze maternálních 







3.2.2.1.4. Vliv animálně-vegetativní osy na určení zárodečných listů 
Výsledkem asymetrické lokalizace maternálních faktorů podél animálně-
vegetativní osy je nerovnoměrné rozdělení těchto transkriptů do dceřiných buněk, což 
vede v průběhu časného embryonálního vývoje k založení všech tří zárodečných listů 
(Obr. 4.). Vnější zárodeční list (ektoderm) vzniká z buněk animální hemisféry 
a určuje formování pokožky, nervového systému a sliznic začátku a konce trávicí 
trubice. Vnitřní zárodeční list (endoderm) pochází z buněk vegetativní hemisféry 
a v průběhu embryonálního vývoje vytváří trávicí soustavu. Zároveň buňky 
vegetativní oblasti obsahují i maternální determinanty, které jsou klíčové v určení 
středního zárodečného listu (mezoderm). Mezi tyto determinanty patří maternální 
proteiny Gdf1 a Vegt. Funkce Vegt transkripčního faktoru spočívá v indukci exprese 
xnr transkriptů (Xenopus nodal related). Ty následně aktivují xbra (Xenopus 
brachyury) expresi v buňkách ležících nad nimi, respektive v tzv. ekvatoriálních 
buňkách (někdy také označované jako buňky marginální zóny). Protein Xbra řídí 
expresi dalších mezodermálních genů, které přímo ovlivňují tvorbu mezodermu. 
Klíčovou úlohu Vegt maternálního proteinu ve specifikaci endodermu a zároveň 
mezodermu potvrzuje studie, kde účinek tohoto transkripčního faktoru byl 
eliminován antisense oligonukleotidy (Zhang and King, 1996). Obecným důkazem 
mezodermální indukce je přímé spojení buněk animální čepičky s vegetativními 
buňkami, kdy dojde ke konverzi presumptivního ektodermu na mezoderm. Oproti 
tomu odstranění ekvatoriálních blastomer blastuly má za následek úplnou ztrátu 
mezodermální tkáně (Nieuwkoop, 1969; Sudarwati and Nieuwkoop, 1971; 
Nieuwkoop, 1973). Buňky mezodermu stojí za vznikem struny hřbetní, vylučovací 





Obr. 4. Mapa původu buněk zárodečných listů ve stádiu blastuly. Ektoderm (vnější zárodečný 
list, označeno modře) vzniká z buněk animální čepičky. V průběhu vývoje dochází k rozdělení 
presumptivního ektodermu na linii buněk, která formuje pokožku a její deriváty (tmavá modrá) 
a na tzv. neuroektoderm (světle modrá). Presumptivní mezoderm (střední zárodečný list, označeno 
červeně) je lokalizován do buněk marginální zóny a posléze dochází k jeho diferenciaci na dorzální 
mezoderm (tmavě červená), ventrální mezoderm (červená) a notochord/hlavový mezoderm (HM, 
růžová). Endoderm (vnitřní zárodečný list, označeno zeleně) vzniká z buněk vegetativní hemisféry. 




3.2.2.2. Dorzo-ventrální osa 
Určení dorzo-ventrální tělní osy závisí hned na dvou procesech, které probíhají 
v různých fázích embryonálního vývoje. Kortikální rotace představuje časný krok 







3.2.2.2.1. Vliv kortikální rotace na dorzo-ventrální osu 
První asymetrická distribuce maternálních faktorů a utváření jejich gradientů 
podél animálně-vegetativní osy probíhá již během oogeneze. Další přesuny těchto 
faktorů lze pozorovat v oocytu bezprostředně po oplození. Spermie proniká do oocytu 
v jeho animální polovině a místo průniku definuje ventrální stranu budoucího 
embrya. Přibližně 20 min po oplození dochází k tzv. kortikální rotaci, kdy se vnější 
(kortikální) cytoplazma pootočí vůči vnitřní cytoplazmě oocytu o 30o v opačném 
směru od místa průniku spermie do oocytu (Vincent and Gerhard, 1987; Denegre and 
Danilchik, 1993) (Obr. 5.). Tato rotace je zprostředkována pomocí mikrotubulární 
sítě vegetativního kortexu a na uspořádání této sítě mají vliv i mikrotubuly 
pocházející ze spermie (Vincent et al., 1987; Schroeder and Gard, 1992). Výsledkem 
kortikální rotace je opět asymetrie, která v tomto případě odráží dorzo-ventrální tělní 
osu embrya. Toto tvrzení podporují studie, kdy bylo zabráněno kortikální rotaci 
ozářením oplozeného oocytu UV světlem. Následkem ozáření nedošlo k vývoji 
dorzální osy a embrya vykazovala pouze ventralizovaný fenotyp (Vincent and 
Gerhart, 1987; Elinson and Pasceri 1989). Oproti tomu indukcí druhé kortikální 
rotace u oplozeného oocytu vznikla embrya, ve kterých došlo k vývoji dvou 
dorzálních os (Gerhart et al., 1989; Sive, 1993). Výskyt specifických dorzálních 
determinantů lze detekovat v oblasti vegetativní kortikální cytoplazmy zralého 
oocytu. Důkazem je vývoj ektopické dorzální osy u recipientního embrya, kterému 
bylo transplantováno malé množství této cytoplazmy (Fujisue et al., 1993). 
Na druhou stranu, delece kortikální cytoplazmy způsobuje ventralizaci embrya. 
Důsledkem kortikální rotace dochází k nahromadění specifických dorzálních 
determinantů v budoucí dorzální části embrya, tzn. v místě zhruba 180o proti místu 
oplození (tzv. oblast šedého srpku) (Weaver and Kimelman, 2004; White and 
Heasman, 2008). Konkrétně dochází k přesunu maternálního proteinu Dvl 
(Dishevelled) z vegetativního kortexu do dorzální oblasti (Miller et al., 1999), kde 
tento protein inaktivuje protein Gsk3β (glycogen synthase kinase 3 beta) a tím zabrání 
degradaci β-kateninu (neboli Ctnnb1)(Yost et al., 1996). Nahromaděný β-katenin 
v dorzální části způsobuje aktivaci lokální Wnt dráhy (Wingless/Int-1). Tato Wnt/β-
kateninová signální dráha poté reguluje transkripci již zygotických transkriptů xnr3 
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(Xenopus nodal related 3), siamois a goosecoid, kteří určují dorzální fenotyp (Darras 
et al., 1997; Marikawa et al., 1997). 
 
 
Obr. 5. Schématické znázornění kortikální rotace. Spermie proniká do oocytu v oblasti animální 
hemisféry a toto místo určuje budoucí ventrální stranu embrya. Po uplynutí 20 min od oplození 
dochází k pootočení kortikální cytoplazmy vůči vnitřní mase cytoplazmy o 30o. Tento proces 
se nazývá kortikální rotace a zajišťuje nahromadění dorzálních maternálních faktorů na budoucí 
dorzální straně embrya, která se nachází naproti místu průniku spermie do oocytu. 
 
 
Výsledek kortikální rotace, respektive dorzo-ventrální asymetrie, se 
na povrchu embrya projevuje již ve 4-buněčném vývojovém stádiu. Na základě 
odlišné velikosti a intenzity pigmentace lze odlišit dva typy blastomer (Sive et al., 
2000; Blum et al., 2014). Dorzální blastomery vykazují menší velikost a světlejší 
pigmentaci. Ventrální blastomery se pak jeví velikostně větší a s tmavší pigmentací 
(Obr. 3.). Nejen vizuální odlišnost dorzo-ventrálních blastomer, ale i buněčný obsah 
určuje tuto osu již v průběhu rýhování embrya. Po kortikální rotaci lze detekovat větší 
množství proteinů Ctnnb1 a Dvl v dorzálních blastomerách (Rowning et al., 1997; 
Miller et al., 1999). Ve vegetativních blastomerách na dorzální straně embrya dochází 
přednostně k translaci maternální wnt11 mRNA (Schroeder et al., 1999) a zároveň 
zde probíhají i posttranslační úpravy proteinu Gdf1, který zde vykazuje vyšší aktivitu 
(Thomsen and Melton, 1993). Naproti tomu ventrální blastomery animální části 
embrya disponují větším množstvím maternální mRNA wnt8b, jejíž funkce spočívá 
v represi dorzálního fenotypu (Pandur et al., 2002). Odstranění dorzálních blastomer 
časným embryím způsobilo deficienci dorzálních struktur a následné selhání 
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normálního vývoje embrya. Na druhé straně odstranění ventrálních blastomer vedlo 
k vývoji hyperdorzalizovaných fenotypů (Cooke, 1985; Sive, 1993). 
 
3.2.2.2.2. Specifikace dorzálních struktur v průběhu gastrulace 
Výše zmíněná Wnt/β-kateninová signální dráha je stěžejní i k vytvoření center, 
které určují dorzo-ventrální asymetrii a následně organizují gastrulaci a potažmo 
diferenciaci dorzálních a ventrálních struktur. Ve vegetativních blastomerách 
na budoucí dorzální straně, kde se protíná lokalizace Gdf1, Vegt společně s Ctnnb1 
vzniká tzv. Nieukoopovo centrum. Přítomnost tohoto centra indukuje diferenciaci 
nad ním ležících buněk (oblast šedého srpku) v organizátor (Moon and Kimelman, 
1998). Organizátor (označovaný také jako Spemannův organizátor nebo dorzální ret 
blastoporu) vzniká ve stádiu blastuly a jeho funkce spočívá ve schopnosti zahájit 
gastrulační pohyby a následně dorzalizovat migrující buňky. V průběhu migrace 
dochází k diferenciaci dorzálního mezodermu, paraxiální mezodemu (somitů) 
a k dorzalizaci ektodermu, ze kterého se posléze vyvine neurální trubice. Tuto funkci 
organizátoru dokazují pokusy objevitele organizátoru Hanse Spemanna, který 
rozděloval časná embrya na dvě části a sledoval jejich vývoj. Rozdělení embrya 
napříč šedým srpkem vedlo k vývoji dvou normálních jedinců. Zatímco rozdělení 
mimo šedý srpek mělo za následek vývoj pouze jednoho fenotypově normálního 
embrya (Sander and Faessler, 2001).  
 
3.2.2.3. Pravo-levá osa 
Na rozdíl od výše zmíněné animálně-vegetativní a dorzo-ventrální osy, pravo-
levá tělní osa vykazuje vedle asymetrických projevů i znaky souměrnosti. Obecnou 
vlastností obratlovců je bilaterální symetrie, kdy jejich tělem lze vést jednu rovinu 
souměrnosti. Tato rovina představuje právě pravo-levou tělní osu. Tuto symetrii však 
lze pozorovat pouze na úrovni vnějších znaků. Vzhledem k uložení vnitřních orgánů 




3.2.2.3.1. Pravo-levá osa v průběhu rýhování 
Rozdělení časného embrya na pravou a levou část je již určeno prvním 
buněčným dělením po oplození oocytu (Obr. 3.). Ve stádiu 2-4 buněk dochází 
k nerovnoměrné distribuci komponentů H+/K+-ATPázové (Levin et al., 2002) a     
H+-V-ATPázové iontové pumpy (Adams et al., 2006). Předpokládá se, že rozdílný 
iontový tok a vznik odlišného napětí na membráně vede k ovlivnění distribuce pravo-
levých determinantů. Blastomery na pravé straně embrya disponují ATPázovými 
pumpami, což má za následek jejich záporný náboj. Tento náboj představuje hybnou 
sílu pro transport malých nabitých molekul přes gap-spojení mezi jednotlivými 
blastomerami (Levin et al., 2002; Vandenberg and Levin, 2010) (Obr. 6.). Serotonin 
představuje kandidátní morfogen pravo-levé asymetrie, který podléhá tomuto 
transportu a v průběhu časného embryonálního vývoje se hromadí v pravých, 
ventrálních blastomerách (Fukumoto et al., 2005a). Byly také identifikovány dva 
transportéry serotoninu, membránový transportér serotoninu a vezikulární monoamin 
transportér, jejichž funkce je klíčová pro zformování pravo-levé tělní osy (Fukumoto 
et al., 2005b). Zablokováním těchto transportérů, ATPázových pump či samotného 
transportu serotoninu vede k tzv. heterotaxii, neboli k náhodnému uložení srdce 
a vnitřních orgánů podél pravo-levé tělní osy (Levin et al., 2002; Fukumoto et al., 
2005b; Adams et al., 2006). Na úrovni proteinů byl dosud popsán protein 14-3-3E, 
který vykazuje asymetrickou lokalizaci v blastomerách 2-buněčného stádia. Protein 
14-3-3 aktivuje transport H+ iontů přes cytoplazmatickou membránu a zablokování 
distribuce tohoto proteinu pomocí fusicoccinu A opět vyústilo ve vývoj embryí 






Obr. 6. Model iontového toku při určení pravo-levé tělní osy (upraveno podle Blum et al., 2014). 
Odlišný iontový tok a membránové napětí ovlivňuje distribuci pravo-levých determinantů. 
Nerovnoměrná distribuce komponentů H+/K+-ATPázové a H+-V-ATPázové iontové pumpy 
do pravé, ventrální blastomery ve 4-buněčném stádiu vede ke vzniku záporného náboje. Tento náboj 
následně umožňuje transport serotoninu mezi jednotlivými blastomerami, čímž dochází k jeho 
hromadění v pravých, ventrálních blastomerách.  
 
 
3.2.2.3.2. Pravo-levá osa v průběhu neurulace 
V průběhu časného embryonálního vývoje se pravo-levá tělní asymetrie 
fenotypově neprojevuje, ale začíná se uplatňovat až po aktivaci embryonální 
transkripce, konkrétně během neurulace. Ciliární buňky na horní straně gastrocoelu 
(oblast GRP - gastrocoel roof plate) usměrňují proudění extracelulární tekutiny 
zprava doleva. Tímto dochází k represi proteinu Coco a následné aktivaci Nodal 
signální dráhy na levé straně embrya (oblast LPM – lateral plate mesoderm) 
(Schweickert et al., 2010; Hatayama et al., 2011). Prozatím však nebyl objasněn 
mechanismus, jak směr pohybu cilií ovlivňuje aktivaci genové exprese. Nodal 
signální dráhu ovlivňuje i maternální protein Gdf1. Tento protein vykazuje vyšší 
aktivitu na levé straně embrya, a tím pozitivně ovlivňuje expresi embryonálního xnr1 
(Xenopus nodal-related 1) transkriptu. Protein Xnr1 přímo aktivuje produkci proteinu 
Pitx2 (paired-like homeodomain 2), který je zřejmě nezbytný pro utvoření fenotypu 
levé strany (Toyoizumi et al., 2005). Pokud byl protein Gdf1 injikován do budoucí 
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pravé části embrya, došlo k náhodnému uložení srdce, sleziny a trávicí soustavy podél 
pravo-levé tělní osy (Hyatt et al., 1996).  
 
3.3. Regulace maternální mRNA  
Maternální mRNA kóduje specifické transkripční faktory, které v průběhu 
časného embryonálního vývoje určují diferenciaci jednotlivých buněk nebo celých 
částí embrya. Nicméně tato diferenciace a určení tělního plánu není odrazem pouze 
přítomnosti či nepřítomnosti konkrétní maternální mRNA, ale závisí i na působení 
regulačních molekul, popřípadě regulačních sekvencí uvnitř transkriptu. Translace 
maternální mRNA může být posttranskripčně regulována, přičemž mezi 
nejvýznamnější mechanismy regulace patří adenylace/deadenylace poly(A) konce 
nebo regulace pomocí molekul miRNA.  
  
3.3.1. Regulace translace prostřednictvím poly(A) konce 
Poly(A) konec označuje sekvenci několika desítek až stovek adeninových 
nukleotidů poskládaných za sebou na 3´ UTR konci mRNA. Tato sekvence zvyšuje 
stabilitu mRNA, a tím i možnost vyššího obratu translace daného transkriptu. Oproti 
tomu deadenylovaná mRNA není chráněná proti exonukleázám, a tudíž je přednostně 
určena k degradaci. Mechanismus kontroly translace pomocí poly(A) konce závisí 
na jaderném polyadenylačním signálu. Tento signál se skládá ze sekvence AAUAAA 
a spouští polyadenylaci během úprav pre-mRNA. Další stupeň kontroly translace 
poskytuje cytoplazmatický polyadenylační element (CPE) se sekvencí UUUUA1-2U 
na 3´ UTR oblasti mRNA. Vazba CPE vazebného proteinu na tuto regulační oblast 
umožňuje prodlužování poly(A) konce a ve výsledku aktivuje translaci mRNA 
(Preiss et al., 1998). Vlastní délka poly(A) konce představuje významný ukazatel 
nejen stability, ale i translační aktivity maternální mRNA. U žab rodu Xenopus 
maternální mRNA, které obsahují CPE sekvenci podstupují cytoplazmatickou 
polyadenylaci, zatímco maternální transkripty jsou bez CPE signálu deadenylovány 
(Lagagneux et al., 1995; Meric et al., 1996). V průběhu procesu zrání oocytu dochází 
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prostřednictvím CPE sekvence k polyadenylaci a následné transkripční aktivaci 
klíčových maternálních mRNA. Mezi tyto transkripty patří i c-mos a cyklin B1, které 
udržují oocyt v bloku metafáze II (de Moor and Richter, 1997; de Moor and Richter, 
1999). Pandur et al. (2002) ukázali, že maternální mRNA z dorzální blastomery 
označené D1 ve vývojovém stádiu 8 buněk nevykazuje schopnost dorzalizovat 
embryo, ale její linie ve vývojovém stádiu 16 buněk tuto schopnost již má. Schopnost 
indukce dorzálního fenotypu ve stádiu 16 buněk je dána polyadenylací specifických 
maternálních mRNA v cytoplazmě. Naproti tomu proces deadenylace vede ke snížení 
translační aktivity některých maternálních transkriptů, což je uplatňováno již 
ve zralém oocytu X. laevis nebo bezprostředně po jeho oplození (Paris and Philippe, 
1990; Varnum and Wormington, 1990; Wickens, 1990). Zároveň bylo dokázáno, že 
rozdílná translační aktivita umožňuje gradientové rozmístění proteinu v embryu. 
Maternální mRNA wnt11 je rovnoměrně distribuována podél dorzo-ventrální osy 
embrya. Na druhou stranu deadenylace poly(A) konce transkriptu wnt11 na ventrální 
straně vede ke snížení množství proteinu Wnt11, a tím i k nerovnoměrnému rozložení 
tohoto proteinu podél dorzo-ventrální osy (Schroeder et al., 1999).  
 
3.3.2. Regulace translace prostřednictvím mikroRNA 
Translaci mRNA lze regulovat i nezávisle na poly(A) konci a to s využitím 
molekul miRNA. Tyto krátké, jednovláknové nekódující RNA endogenního původu 
mají průměrnou délku 22 nukleotidů (v rozmezí 19-25 nukleotidů) a vznikají během 
několikastupňového procesu. Molekuly miRNA bývají často kódovány oblastmi 
uvnitř intronů genů kódujících protein (Tang and Maxwell, 2008) a přepis probíhá 
pomocí RNA polymerázy II (Lee et al., 2004). Výsledkem transkripce je dlouhá 
smyčka, tzv. pri-miRNA, která nese na svém 5´ konci methylguanosinovou čepičku 
a na 3´ konci poly(A) řetězec a je sestřihována stejně jako mRNA (Cai et al., 2004). 
Ke štěpení pri-miRNA enzymem Drosha (RNáza III) dochází ještě v jádře a vzniká 
vlásenka o velikosti zhruba 70 nukleotidů s přesahem dvou nukleotidů na jejím 
3´ konci, tzv. pre-miRNA (Lee et al., 2003). Protein Exportin 5 poté rozpozná tento 
nukleotidový přesah a společně s proteinem Ran-GTP umožní transport pre-miRNA 
33 
 
z jádra do cytoplazmy (Bohnsack et al., 2004; Wang et al., 2011). V cytoplazmě pak 
dochází k dalšímu sestřihu pre-miRNA enzymem Dicer (RNazá III). Vzniká 19 až 25 
nukleotidů dlouhá dvouřetězcová RNA, neboli miRNA/miRNA* duplex. 
Dvouřetězcová miRNA je rozpoznána proteinovým komplexem RISC (RNA-
induced silencing complex), který naváže funkční jednovláknovou miRNA 
a degraduje druhé miRNA* vlákno (Bartel, 2004) (Obr. 7.). Za klíčovou složku RISC 
komplexu lze považovat protein Argonaute (Ago). Tento protein obsahuje dvě RNA 
vazebné domény a přímo zprostředkovává interakci mezi miRNA a 3´ UTR oblastí 
mRNA (Hammell, 2008; Iwasaki and Tomari, 2009). Ukazuje se, že vlastní interakci 
miRNA a cílové mRNA zásadně ovlivňuje tzv. seed sekvence, která představuje úsek 
od 2. po 8. nukleotid na 5´ konci miRNA (Hibio et al., 2012). 
Regulace translace prostřednictvím miRNA, respektive potlačení translace, 
může být uskutečněno buď degradací mRNA, nebo její inhibicí. První způsob 
zahrnuje perfektní komplementaritu bazí mezi vláknem miRNA a cílovou mRNA. 
V takovém případě dochází ke štěpení dané mRNA. Druhý způsob umožňuje 
regulovat translaci i v případě pouze částečné shody sekvencí miRNA s cílovou 
mRNA. Nedokonalé párování vede k formování miRNA/mRNA komplexu, který se 
váže s dalšími proteiny za vzniku mRNP komplexu (mRNA and protein complex). 
Posléze dochází k hromadění těchto mRNP komplexů v cytoplazmě a tyto oblasti se 
pak označují P-bodies (processing bodies) (Liu et al., 2005). Tento mechanismus 
potlačení translace mRNA představuje vratný proces, který umožňuje 
opětovné obnovení translační aktivity cílové mRNA (Brengues et al., 2005; Parker 





Obr. 7. Biogeneze miRNA. Přepis genu pro miRNA probíhá pomocí RNA polymerázy II za vzniku 
pri-miRNA. Tato dlouhá smyčka nese na svém 5´ konci methylguanosinovou čepičku a na 3´ konci 
poly(A) řetězec a je štěpena enzymem Drosha. Vzniká pre-miRNA vlásenka, která má velikost 70 
nukleotidů s dvounukleotidový přesahem na 3´ konci. Transport pre-miRNA z jádra do cytoplazmy 
zajišťuje exportin 5/Ran-GTP. V cytoplazmě dochází k druhému enzymatickému sestřihu (enzym 
Dicer). Výsledkem štěpení je 19-25 nukleotidů dlouhá dvouřetězcová RNA (miRNA/miRNA* 
duplex). Tento duplex je rozpoznán RISC komplexem, který váže funkční miRNA vlákno 
a degraduje miRNA* řetězec. Zároveň RISC komplex umožňuje interakci s cílovou mRNA. Úplná 
komplementarita bází mezi miRNA a mRNA vede ke štěpení cílové mRNA, zatímco nedokonalá 
komplementarita bází nezničí cílovou mRNA, ale pouze zabrání translaci. Upraveno podle Esquela-




4. Seznam publikací 
Na základě „Xenopus Gene Nomenclature Committee“ došlo v roce 2013 
ke změně názvosloví genů u žab rodu Xenopus. Z tohoto důvodu označení genů 
v publikaci 4.1. (Spatial expression profiles in the Xenopus laevis oocytes measured 
with qPCR tomography) nemusí vždy odpovídat označení transkriptů v ostatních 
publikacích (Tab. 2.). Kompletní seznam aktuálních názvů genů, včetně jejich dříve 
používaných synonym, lze dohledat na stránkách www.xenbase.org. 
 
staré / nové označení staré / nové označení 
alpha-actin / acta Oct60 / pou5f3.3 
An1 / zfand4 Otx1 / otx1 
An2 / pax6 RNA pol. II / polr2k  
APC / apc Stat3 / stat3.1 
axin / axin1 Tcf-3 / tcf3 
beta-tubulin / tubb U3 snoRNA / imp3 
DeadSouth / ddx25 VegT / vegt  
EF-1alpha / eef1a1  Vg1 / gdf1 
Eg6 / spire1  Wnt11 / wnt11 
Est1/ est1 Xcad2 / cdx1 
FoxH1 / foxh1 Xdazl / dazl 
Fz7 / fzd7 Xmam1 / maml1 
GAPDH / gapdh Xpar1 / mark3 
GSK-3beta / gsk3b ZPC / zp3 
mtcytc / cyc1 Zp3 / zp3.2 
Tab. 2. Přehled nové nomenklatury genů žab rodu Xenopus. Uvedené geny se vztahují 






4.1. Spatial expression profiles in the Xenopus laevis oocytes measured with 
qPCR tomography 
Sindelka R., Sidova M., Svec D. a Kubista M. Methods 2010, 51: 87-91. IF 3.221 
Laboratoř genové exprese vyvinula metodu qPCR tomografie, která umožňuje 
stanovit lokalizaci mRNA podél konktrétní osy zájmu uvnitř biologického vzorku 
(Sindelka et al., 2008). V tomto případě byla studována lokalizace maternálních 
mRNA podél animálně-vegetativní osy zralého oocytu X. laevis. V prvním kroku 
byly oocyty umístěny do kapky média OCT (optimum cutting temperature). Poté byly 
z těchto oocytů pomocí kryomikrotomu připraveny 30 µm silné řezy vedené podél 
jejich animálně-vegetativní osy. Velké množství RNA v jednom oocytu (~ 4 µg) 
umožnilo připravit celkem 45 řezů, které byly rozděleny do 15 zkumavek tak, že 
každá zkumavka obsahovala vždy 3 po sobě jdoucí řezy oocytu podél animálně-
vegetativní osy. Z každého vzorku byla izolována celková RNA a reverzní transkripcí 
byla připravena cDNA. Následující genově specifická pre-amplifikace umožnila 
zvýšit množství cílových templátových molekul, což bylo nezbytné pro použití 
vysokokapacitního qPCR BioMarkTM systému. Vlastní kvantifikace maternálních 
transkriptů probíhala v rámci mikrofluidního čipu, na kterém lze současně analyzovat 
48 vzorků proti 48 genům. Výsledek této studie dokázal, že maternální RNA lze 
rozdělit do dvou skupin podle profilu lokalizace podél animálně-vegetativní osy 
oocytu. První skupina RNA (zfand4, pax6, apc, axin1, est1, fzd7, zp3, zp3.2, maml1, 
mark3, stat3.1, pou5f3.3, tcf3, gsk3b, foxh1, gapdh, eef1a1, tubb, acta, polr2k, imp3 
a cyc1) vykazovala lokalizaci v animální hemisféře. Na rozdíl od druhé skupiny 
transkriptů, která měla nejvyšší zastoupení ve vegetativní hemisféře. Vysoké 
rozlišení řezů oocytem (15 vzorků) navíc umožnilo identifikovat dvě vegetativní 
podskupiny, které se liší profilem gradientu. Gradient gdf1, vegt, otx1, spire1 a wnt11 
transkriptů se objevoval v celé vegetativní hemisféře a pozvolna narůstal směrem 


















4.2. Single blastomere expression profiling of Xenopus laevis embryos of 8 to 32-
cells reveals developmental asymmetry 
Flachsova M., Sindelka R. a Kubista M. Scientific Reports 2013, 3:2278. IF 5.078 
Asymetrická distribuce maternálních faktorů uvnitř oocytu a jejich následné 
nerovnoměrné rozdělení do dceřiných buněk představuje klíčový mechanismus 
determinace a diferenciace v časném embryonálním vývoji. Předmětem této studie 
byla distribuce 41 maternálních mRNA (fzd7, otx1, bmp2, pias1, dvl2, dvl3, lrp6, 
trim36, foxr1, frat1, mapk8, odc1, 18S rRNA, 5S rRNA, cyc1, acta, tubb, gapdh, 
maml1, eef1a1, RNA pol. II, U3 snoRNA, par1, oct60, ddx25, dazl, cdx1, wnt11, vg1, 
vegt, axin1, est1, apc, tcf3, zpc, gsk3b, ctnnb1, mos, foxh1, stat3, pax6) 
do jednotlivých blastomer od vývojového stádia 8 buněk až po stádium 32 buněk 
u X. laevis. Účelem bylo vytvoření distribuční mapy maternálních transkriptů, které 
předurčují formování základních tělních os (animálně-vegetativní, dorzo-ventrální 
a pravo-levé tělní osy) v průběhu rýhování. Naše předchozí studie prokázala, že 
dochází k nerovnoměrné distribuci maternálních transkriptů uvnitř oocytu podél 
animálně-vegetativní osy. V této studii výsledek analýzy maternálních transkriptů 
v jednotlivých blastomerách dokazuje, že dochází k zachování této animálně-
vegetativní asymetrie i v průběhu rýhování a animální blastomery vykazují jiné 
zastoupení transkriptů než vegetativní blastomery. Nicméně nebyl nalezen žádný 
mRNA gradient, který by odpovídal formování dorzo-ventrální a/nebo pravo-levé 
tělní osy. Všechny studované transkripty vykazovaly rovnoměrnou distribuci uvnitř 
animální a vegetativní skupiny buněk. Z tohoto faktu byla vyvozena hypotéza, že 
ačkoliv animálně-vegetativní asymetrie vzniká důsledkem nerovnoměrné distribuce 
maternálních mRNA, dorzo-ventrální a pravo-levé určení tělního plánu bude zřejmě 
závislé na asymetrické lokalizaci jiných maternálních biomolekul. Mezi tyto 
biomolekuly patří zejména proteiny. Nerovnoměrná lokalizace maternálních proteinů 
může být způsobena jejich přímou distribucí do konkrétní části časného embrya 




















4.3. Intracellular microRNA profiles form in the Xenopus laevis oocyte that may 
contribute to asymmetric cell division 
Sidova M., Sindelka R., Castoldi M., Benes V. a Kubista M. Scientific Reports 2015 
(přijat k publikaci – květen 2015). IF 5.078 
  Asymetrická časo-prostorová lokalizace funkčních maternálních transkriptů 
a proteinů není závislá pouze na jejich nerovnoměrné distribuci, ale může být 
ovlivněna i regulačními procesy či molekulami. Mezi tyto molekuly patří miRNA, 
které se zásadním způsobem podílí na posttranskripční regulaci mRNA a translaci 
proteinů. Z tohoto důvodu byla naše pozornost soustředěna na studium lokalizačních 
profilů miRNA uvnitř zralého oocytu X. laevis. Měření vycházelo z qPCR 
tomografie, kdy došlo k rozdělení oocytu na pět částí podél animálně-vegetativní osy. 
Vlastní kvantifikace miRNA probíhala pomocí metody RT-miQPCR (Benes et al., 
2015). Tato metoda využívá univerzální adaptor, tzv. miLINKER, který prodlouží 
3´ konec jednovláknové RNA, což následně umožní její přepis do cDNA a posléze 
kvantifikaci miRNA pomocí qPCR. Tímto postupem byla určena lokalizace 
12 miRNA podél animálně-vegetativní osy zralého oocytu. K přesnější charakterizaci 
lokalizačních profilů miRNA byly vybrány tři maternální transkripty, které 
zastupovali všechny typy animálně-vegetativních profilů získaných v publikaci 4.1. 
Jedna polovina studovaných miRNA (miR-16c, miR-18b, miR-363-3p, miR-20b, 
miR-93a a miR-5102-5p) vykazovala lokalizaci posunutou směrem k animální 
polovině, která odpovídala profilu maternálního transkriptu maml1. Oproti tomu 
druhá polovina miRNA (miR-19b, miR-221, miR-148b, miR-25, miR-22 a miR-100) 
projevovala vegetativní lokalizační profil podobný transkriptu gdf1. Žádná 
ze studovaných miRNA nejevila známky strmého lokalizačního profilu vegetativního 
pólu, který byl zastoupen transkriptem cdx1. Tato práce představuje první studii, 
která dokazuje asymetrickou lokalizací nekódujících RNA v rámci jedné buňky. 
Nerovnoměrná lokalizace miRNA uvnitř oocytu naznačuje, že i miRNA lze zařadit 
do skupiny klíčových biomolekul, které se učastní časo-prostorového určení tělního 


































4.4. Effects of post mortem and physical degradation on RNA integrity and 
quality 
Sidova M., Tomankova S., Abaffy P., Kubista M. a Sindelka R. Biomolecular 
Detection and Quantification (zvaný článek, vydání srpen 2015). IF bude přidělen 
Kvalita výsledků při měření genové exprese závisí především na integritě 
a stabilitě izolované RNA. Již částečná degradace RNA vzorku představuje zdroj 
technické variability a může vést k chybným závěrům. Cílem této publikace bylo 
objasnit vliv enzymatické a teplotní degradace na kvalitu RNA vzorků. V rámci 
experimentů byly použity dva systémy: zralé oocyty X. leavis představovaly zástupce 
maternální RNA a pulci X. laevis ve stádiu 40 zastupovali komplexní biologický 
vzorek (již mají vyvinuty všechny orgány). Intenzita enzymatické degradace byla 
studována post mortem v časech 0, 5, 10, 20 a 40 minut po usmrcení oocytů a pulců. 
Teplotní degradace byla studována na izolované celkové RNA, která byla zahřívána 
na teplotu 80 oC po dobu 0, 1, 2, 4 a 6 hodin. U všech vzorků byly prostřednictvím 
kapilární elektroforézy stanoveny tzv. hodnoty RQI (RNA Quality Indicator) 
a zároveň byla pomocí RT-qPCR vyhodnocena stabilita 16-ti vybraných RNA (odc, 
imp3, RNA pol. II, maml1, atub, acta, eef1a1, mrp1, ubc, ant1, mdh2a, xk81a1, 
scaRNA11, 5S rRNA, cyc1 a 18S rRNA). Na základě dosažených výsledků se ukázalo, 
že během teplotní degradace dochází ke snížení integrity RNA v rámci hodin 
a postiženy jsou ve stejné míře všechny typy RNA. Na druhou stranu degradace post 
mortem působí v řádech jednotek či desítek minut a k jejímu účinku je mnohem 
citlivější mRNA, zatímco rRNA (ribosomal RNA), scaRNA (small cajal body-
specific RNA) a mtRNA (mitochondrial RNA) vykazují vysokou stabilitu. Přestože 
hodnoty RQI u vzorků degradovaných post mortem nenaznačovaly sníženou integritu 
RNA, analýza RT-qPCR odhalila, že mRNA byla zatížena degradací. Tento fakt se 
negativně odrazil ve vyhodnocení kvality RNA. Dále byla dokázána vyšší stabilita 
maternální RNA oproti RNA z pulců. Důvodem je, že oocyty pravděpodobně 
obsahují více ochraných faktorů, které zvyšují stabilitu této RNA. Poslední výsledek 
ukazuje, že nedochází k preferenční degradaci transkriptů od 3´ nebo 5´ konce 




Effects of post-mortem and physical degradation on RNA integrity and quality 
 
 Authors 
Monika Sidova1,2 , Silvie Tomankova1, Pavel Abaffy1, Mikael Kubista1,3, Radek 
Sindelka1* 
 
1) Laboratory of Gene Expression, Institute of Biotechnology, Academy of Sciences 
of the Czech Republic, Videnska 1083, 142 20 Prague, Czech Republic  
2) Charles University in Prague, Faculty of Science, Department of Cell Biology, 
Vinicna 7, 128 43, Prague, Czech Republic 
3) TATAA Biocenter AB, Odinsgatan 28, 411 03 Göteborg, Sweden 
 
*Corresponding author 




The precision and reliability of quantitative nucleic acid analysis depends on the 
quality of the sample analyzed and the integrity of the nucleic acids. The integrity of 
RNA is currently primarily assessed by the analysis of ribosomal RNA, which is the 
by far dominant specie. The extrapolation of these results to mRNAs and microRNAs, 
which are structurally quite different, is questionable. Here we show that ribosomal 
and some nucleolar and mitochondrial RNAs, are highly resistant to naturally 
occurring post-mortem degradation, while mRNAs, although showing substantial 
internal variability, are generally much more prone to nucleolytic degradation. 
In contrast, all types of RNA show the same sensitivity to heat. Using qPCR assays 
targeting different regions of mRNA molecules, we find no support for 5’ or 







The quality of biological samples is very sensitive to the handling and 
treatment before the nucleic acids are extracted for analysis and degrading enzymes 
are inhibited or removed. Analyzing RNA is more challenging than analyzing DNA, 
because double-stranded DNA is more stable than single-stranded RNA, 
deoxyribonucleases (DNases) are readily denatured and inhibited compared to the 
highly stable ribonucleases (RNAses). The post-mortem degradation of nucleic acids 
in biological samples has proven useful in forensic pathology, where the time of death 
can be estimated [1]. In diagnostic samples post-mortem nucleic acid degradation is 
only a nuisance that shall be controlled and kept to a minimum [2-4]. Usually the 
confounding processing (technical) variation introduced by DNA degradation is 
small and can be ignored. For RNA analysis situation is quite different and several 
reports show expression data can be seriously biased and highly unreliable [5-11]. 
The main cause is poor RNA quality and integrity. This is particularly serious in 
medical molecular diagnostic, and has been thoroughly addressed by the SPIDIA 
consortium (www.spidia.eu), which ultimately led to the formulation of CEN and 
ISO guidelines for the preanalytical process in molecular diagnostics. The guidelines 
teach RNA quality/integrity shall be tested in workflows aiming to quantify RNA 
biomarkers.  
Currently, the quality of RNA in biological samples is determined by 
electrophoresis that separate the dominant RNA species by size. Those are ribosomal 
RNAs (rRNAs), which make up about 85% of total RNA in eukaryotes. These 
eukaryotic ribosomal RNAs are presented in four distinct sizes, referred to as small 
(5S and 5.8S) and long (18S and 28S), where the size is given in Svedberg units, 
reflecting the sedimentation coefficient [12]. The long rRNAs are usually produced 
in a 1:1 ratio and because of the roughly double size of the 28S species the 
electropherogram of fully intact RNA shows distinct bands for the 18S and 28S 
rRNAs, with the 28S band having approximately twice the intensity. A ratio deviating 
from 2 indicates RNA degradation [13, 14]. The 28S:18S ratio shows correlation with 
RNA integrity [15], but can be affected by factors such as aging [16] and apoptosis 
[17]. Several companies have developed systems to measure RNA integrity based on 
the separation of the RNA molecules, such as the automated capillary electrophoresis 
systems such as Experion from Bio-Rad Laboratories, USA and Agilent Bioanalyzer 
2100 from Agilent Technologies, USA. Those systems use chip-based technology for 
RNA quality and quantity measurements. The entire electropherogram is analyzed 
and then, using a complex algorithm trained to take into account all the features, the 
RNA quality/integrity is presented as a single quality indicator. The Bioanalyzer 
software uses RIN (RNA Integrity Number), while the Experion uses RQI (RNA 
Quality Indicator). Hence, the indicator is affected by several factors including the 
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presence of small RNA fragments from degradation, presence of molecules longer 
than the 28S, and overall low signals of the rRNAs [14]. Recently, alternative 
instruments for large scale and sensitive RNA quality and integrity determination 
appeared such as Fragment Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies), 
QIAxcel Advanced System (Qiagen), ScreenTape (Agilent Technologies). These 
instruments also score RNA integrity using complex indicators such as RIS (RNA 
Integrity Score) for QIAxcel Advanced System and RINe (RNA integrity number 
equivalent) for ScreenTape.  
The indicators produced by the different instruments are not readily 
comparable, because each uses its own algorithm, but they all score RNA quality as 
a number between 1 and 10, where 1 indicates completely degraded RNA and 10 fully 
intact RNA [6, 18]. In addition to the platform to platform variation, also the 
repeatability (repletion on the same instrument) and reproducibility (repetition on a 
different instrument of the same type) of the integrity index estimates has been 
questioned, particularly on extensively degraded samples. Furthermore the 
assessment of the RNA integrity is based on properties of the rRNAs and does not 
necessarily reflect the state of the mRNA pool.  
The quality of extracted RNA depends on the source tissue [8]. Tissues such 
as spleen and liver that are rich in nucleases degrade RNA faster and to greater extent 
than in tissues with less RNase activity such as muscle and heart [19]. Common 
recommendation is to only analyse RNA from samples with RIN/RQI larger than five 
and microRNA from sample with RIN/RQI larger than seven [20]. RNA degradation 
is complex and three different types of mechanisms can be distinguished: enzymatic, 
physical and chemical. Enzymatic degradation occurs naturally in post-mortem tissue 
[21]. It initiates with either polyA tail/5’ cap removal or endonucleolytic cleavage 
followed by exonuclease degradation [22, 23]. Physical (e.g. UV light, high 
temperature) and chemical (e.g. aldehydes, paraffin) degradation is by quite different 
mechanisms. It may induce crosslinking, oxidation and modification of RNA 
molecules. In this work we study the effects of the main degradation mechanisms on 
different RNA molecules under defined conditions. 
  
Materials and Methods 
Ethics statement 
The study was carried out in accordance with the Act No 246/1992 Coll., on 
the protection of animals against cruelty. Official permission was issued to 
Biotechnology institute AS CR, v.v.i. by the Central Commission for Animal Welfare 
under the Ministry of Agriculture of Czech Republic.  
66 
 
RNA samples preparation 
Xenopus laevis females were injected with 500 U of human chorionic 
gonadotrophin hormone (hCG, Sigma) to stimulate ovulation of oocytes. The females 
were kept overnight at 18 oC and oocytes were obtained by gentle squeezing. The 
oocytes were in vitro fertilized by sperm suspension prepared in L-15 Leibowitzs 
medium with 15% of fetal bovine serum. Fertilized oocytes were covered with 
0.1x MBS medium (Modified Barth´s Saline; 88 mM NaCl, 1 mM KCl, 0.7 mM 
CaCl2, 1 mM MgSO4, 5 mM HEPES, 2.5 mM NaHCO3, pH 7.7) for 20 min. Jelly 
coats were removed by 2% cysteine treatment (pH 7.7) followed by repeated washes 
with 0.1x MBS. The oocytes and tadpoles at stage 40 (3 biological replicates per 
condition) were collected and deep frozen at -80oC, which cause their death. After 
thawing, the samples were incubated at room temperature for 0, 5, 10, 20 and 
40 minutes. The total RNA was extracted using RNeasy Micro Kit (Qiagen). 
Manufacturer´s instructions were followed during the extraction and elution was 
performed using 15 µl of water. Concentration of extracted total RNA was measured 
using the Nanodrop® ND1000 quantification system. Heat degradation was 
performed with total RNA extracted from tadpoles at stage 40. Purified RNA was 
divided into separate tubes and heat treated for 0, 1, 2, 4 and 6 hours at 80oC. The 
RNA quality was evaluated using Experion capillary electrophoresis system (Bio-
Rad) and RNA StdSens chip (manufacture´s instructions were followed).  
cDNA preparation 
Isolated RNA from each sample was reverse transcribed into cDNA using 
SuperScriptTM III Reverse transcriptase kit (Invitrogen). 50 ng and 300 ng of total 
RNA were reverse transcribed from oocytes and tadpoles (stage 40) samples, 
respectively. The RNA was mixed with 0.5 µl of oligo-dT and random hexamers 
(mixture 1:1, 50 µM each), 0.5 µl of dNTPs (10 mM each), 0.5 µl of spike (in vitro 
transcribed artificial RNA, TATAA Biocenter) and DNase/RNase free water to a total 
volume of 6.5 µl. The spike was included to test for any unspecific bias in the 
processing of the degraded samples. The mixture was incubated for 5 min at 75oC, 
20 s at 25oC followed by cooling to 4oC for 1 min. 100 U of enzyme, 20 U of 
RNaseOUTTM (recombinant ribonuclease inhibitor, Invitrogen), 0.5 µl of 0.1 M DTT 
and 2 µl of 5x first strand synthesis buffer were added to a final volume of 10 µl. The 
mixture was then incubated at 25oC for 5 min, 50oC for 60 min, 55oC for 15 min and 
75oC for 15 min. 50 µl of water was added to the cDNA and the samples were stored 
at -20oC. qPCR assays for 16 transcripts (odc, imp3, RNA pol. II, maml1, atub, acta, 
eef1a1, mrp1, ubc, ant1, mdh2a, xk81a1, scaRNA11, 5S rRNA, cyc1 and 18S rRNA) 
were designed using NCBI Primer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). Amplicon length was set to between 90 bp – 200 bp and Tm 60oC. Specificity 
of all assays was confirmed by melting curve analysis measured from 65oC to 95oC 
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in 0.5oC intervals. qPCR mix contained 5 µl of JumpStart mastermix (Sigma), 0.5 µl 
of forward and reverse primers mix (mixture 1:1, 10 µM each), 2 µl of cDNA and 
water to final volume of 10 µl. qPCR was performed on a CFX384 cycler system 
from Bio-Rad. PCR conditions were: initial denaturation at 95oC for 2 min, 40 repeats 
of denaturation at 95oC for 15 sec, annealing at 60oC for 20 sec and elongation at 
72oC for 20 sec.  
Data analysis 
Cq values of biological replicates were averaged and standard deviations were 
calculated (data not shown, SD ˂ 0.6). Measured transcripts levels in figures 2, 4 and 
5B are shown relative to those measured at time 0 as 2𝐶𝑞𝑜−𝐶𝑞𝑖; where Cq0 is the Cq 
value measured at time 0 and Cqi is the Cq at the time i of degradation. In figures 2 
and 5B the ratios are expressed in logarithmic scale. The data were analysed with 
GenEx (MultiD, version 6). Briefly, data were pre-processed using a cut-off at 
36 cycles and missing data were substituted by the average of valid Cq values at that 
stage and time. All data were converted to relative quantities (relative to the highest 
Cq for each gene, artificially assigning an expression of 1 to the least expressed 
sample) and transformed to log2 scale. The data were mean centred (for each gene, 
subtracting the average expression across all samples) and two tests were applied to 
classify the profiles: the Kohonen self-organizing map (SOM, with two boxes) and 
hierarchical clustering presented as a dendrogram (Fig. 3). The SOM classification 
was repeated using independent seeds to validate the result.  
 
Results 
RNA degradation is faster in tadpole samples compared to oocytes 
Total RNA was extracted from Xenopus oocytes and tadpoles at stage 40. The 
oocytes were selected because of their simple nature being a single cell, while the 
tadpoles at stage 40 were selected to represent a complex biological sample. The 
tadpoles have already most of the body tissues, such as internal and sensory organs, 
differentiated. Samples were collected at 0, 5, 10, 20 and 40 minutes post-mortem. 
Total RNA was extracted and integrity was assessed by gel electrophoresis using 
Experion capillary electrophoresis system (Fig. 1). Oocyte RNA samples showed first 
signs of degradation, reflected by the presence of short fragments and the 
disappearing of the 28S rRNA band, 10 minutes post-mortem. The RNA quality was 
still quite high with RQI of 8 at 40 minutes post-mortem (Fig. 1A). In contrast, tadpole 
samples showed significant RNA degradation already 5 minutes post-mortem with 




Different rates of rRNA and mRNA post-mortem degradation  
Next we tested if post-mortem RNA degradation depends on the type of RNA. 
As control for technical variation an RNA spike was added to all samples before the 
reverse transcription. The average standard deviation of the spike across all biological 
replicates was 0.37 cycles for the oocyte samples and 0.46 cycles for the tadpole 
at stage 40 samples. These low SDs reflect high reproducibility of the reverse 
transcription and the qPCR step.  
We designed qPCR assays for the 5S and 18S rRNA, the small nucleolar 
scaRNA11, the mitochondrial transcript cyc1, and for 12 mRNAs. Temporal 
degradation profiles were measured post-mortem (Fig. 2). Two distinct degradation 
profiles appeared, which we refer to as unstable and stable RNAs. The unstable RNAs 
include the genes: odc, imp3, RNA pol. II, maml1, atub, acta, eef1a1, mrp1, ubc, ant1, 
mdh2a, xa81a1. Several of these are so called housekeepers and often used as 
reference genes in expression studies. The degradation of unstable RNAs in the 
tadpole samples showed more than two orders of magnitude faster degradation than 
for the same RNAs prepared from the oocytes. In the oocyte samples, the fraction of 
unstable RNAs dropped from ~77% at 10 minutes to ~27 % at 40 minutes post-
mortem. For the tadpole samples the fraction of unstable RNAs dropped from about 
16 % at 10 minutes to 0.4 % at 40 minutes post-mortem. These results are in 
concordance with the overall RNA degradation measured using gel electrophoresis 
(Fig. 1).  
The stable RNAs include 5S rRNA, 18S rRNA, scaRNA11 and cyc1, and 
exhibit minimal degradation. Their levels showed minimal changes during 40 
minutes post-mortem in the oocyte samples (Fig. 2C) and only limited degradation 
(to 50-70%) with the tadpole samples. Notably, none of these RNAs is a cellular 
mRNA. The distinct difference in stability of stable and unstable RNAs was further 
supported by multiway analysis. Both SOM and hierarchical clustering clustered the 
stable RNAs with the RNA spike separately from the unstable RNAs (Fig. 3). The 
RNA spike was added after RNA extraction and was not degraded. Similarity of 
degradation pattern with spike RNA was used as a representation of stable RNA.  
Differential sensitivity of RNA 5’ and 3’ ends to degradation  
Three major pathways of enzymatic mRNA degradation have been described. 
Degradation is initiated by the removal of the 5’ cap, deadenylation at the 3’ end, or 
by endonucleolytic cleavage within the mRNA [23, 24]. The deprotected mRNA is 
then rapidly degraded by exonucleases [25, 26]. To test if degradation of mRNAs is 
preferential at either end we designed 5 separate qPCR assays covering essentially 
the entire length of xk81a1 (cytokeratin) and atub (alpha tubulin) mRNAs. All qPCR 
assays were designed with similar amplicon length (80-110 bp) and their efficiencies 
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were higher than 90%. Uniformity of assay efficiencies, minimal biological 
variability of oocyte samples (standard deviation of biological replicates from one 
female is ~ 0.3 of Cq) and possibility to use samples at time 0 as a reference allow us 
precise normalization and comparison of all assays. All five qPCR assays per 
transcript showed similar decrease of mRNA content to ~60% at 10 minutes and to 
20% at 20 minutes. Our data show no indications of statistically significant 
degradation preference for 5’ or 3’ ends for neither of studied genes (Fig. 4). The 
relationship among the assays was tested using Pearson correlation. The xk81a1 
assays showed r-coeficients > 0.96 and the atub assays showed r-coeficients > 0.97 
indicating high correlation among all five qPCR assays. In all cases the p-values were 
˂ 0.05.  
Physical degradation has the same effect on ribosomal and messenger RNA  
Physical degradation was induced by heat treatment of purified tadpole at 
stage 40 RNA, because this RNA showed higher sensitivity to degradation and has 
higher complexity compared to oocyte. The tadpole RNA samples were incubated at 
80oC for 0, 1, 2, 4, and 6 hours to induce degradation. Overall integrity of the RNA 
was assessed by gel electrophoresis (Fig. 5A) and degradation of the same transcripts 
as in the study of natural post-mortem degradation in Fig. 2 was measured with RT-
qPCR (Fig. 5B).  
Under the conditions used, the heat-induced degradation had much lower 
impact on the measured transcript levels compared to the natural post-mortem 
degradation. Heat induced degradation could be noticed first after one hour (Fig. 5A). 
The RQI values decreased to about 4.8 after one hour of heat treatment and continued 
slowly decreasing for up to six hours. At earlier time points degradation was hardly 
noticed (5, 10, 20 and 30 minutes, Supplement Fig. 1). Neither did we see any 
significant degradation when using the lower temperature of 70oC for up to even 
6 hours (Supplement Fig. 2). Notably, we found that also the impact of heat on the 
different RNA molecules varies, but differently from the effect of post-mortem 
degradation. The only RNA that showed resistance to the heat treatment was 
scaRNA11; its level remained close to 100 % during the entire degradation. All the 
other RNAs, were degraded at roughly the same rate.  
Discussion 
Accurate quantification of gene expression with methods such as RT-qPCR, 
microarray profiling and next-generation sequencing requires integral RNA of high 
quality. It is well established that the pre-analytical steps in molecular analysis, 
comprising sample collection, transportation, storage, and extraction, may have 
profound effect on the RNA and, via reverse transcription, the cDNA quality and 
introduce substantial technical bias [2-4]. It is therefore critical to use highly 
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optimized and validated pre-analytics, but also to test the quality and integrity of the 
extracted RNA. This is included in most workflows and also requested in the recent 
guidelines from the European Committee for Standardization. Our results presented 
here, suggests that testing of relevant RNA quality and integrity may be complicated.  
We selected oocytes and tadpoles at stage 40 of frogs as model for our study 
of RNA degradation, because they are easily accessible, contain several micrograms 
of total RNA and, most importantly, sibling oocytes and tadpoles at stage 40 are 
synchronous and have nearly identical transcript levels, which makes the impact of 
individual variation that confounds the study negligible. Hence, we are neither limited 
by material nor biological reproducibility in those experiments. Routine assessment 
of RNA integrity and quality is based on the analysis of 18S and 28S rRNA, which 
are the far most abundant RNA molecules in most biological samples. Traditionally 
this was done by classical electrophoresis comparing their abundance, and is today 
done with more sensitive techniques, such as capillary electrophoresis, that analyze 
the entire electropherogram with advanced multivariate algorithms in commercial 
software and calculate integrity indexes. Hence, ribosomal RNA molecules are used 
as prime indicator of RNA integrity.  
Our main goal was to determine whether rRNA degradation reflects accurately 
mRNA degradation. The main conclusion of our manuscript is, that rRNA 
degradation is useful for artificial degradation, but it is the poor prediction tool for 
natural post-mortem degradation of mRNA fraction. While eletrophoresis report 
indicated slight or even no degradation of rRNAs (Fig. 1), quantification of RNA 
levels using RT-qPCR revealed majority of mRNA molecules to be degraded to 
several percent of their original concentrations. We can speculate that ribosomal RNA 
is more protected against enzymatic degradation than mRNA, because of its structure 
lacking cap and polyA tail. Localization of rRNA into ribosomes and covering of 
rRNA molecules with other proteins can also increase its protection against 
intercellular RNAses. Physical and chemical degradation mechanism is independent 
on RNA structure, so rRNA fraction should degrade at the same rate as mRNA. 
Similar conclusion can be predicted for scaRNA11 and mitochondrial cyc1. Those 
transcripts are located in nucleolus and mitochondia and this covering increases their 
protection during enzymatic post-mortem degradation. Several classes of small 
noncoding RNAs including scaRNA11 has modified cap [27], which can increase 
their stability. High stability of scaRNA11 to physical degradation can be explained 
by its short size, which prevents breaks and degradation during heat treatment.  
Degradation rate is directly dependent on sample complexity. We compared 
oocyte samples as simple model versus tadpole at stage 40 samples as complex 
model. Oocyte showed minimal post-mortem degradation of rRNA pool and just slow 
degradation of mRNA pool. In contrast, tadpole samples showed gradual rRNA 
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degradation on a gel electrophoreogram, but quantification using RT-qPCR showed 
minimal decrease of rRNA molecules. We suggest that rRNAs are cleaved in 
complex samples faster than in simple samples, but the cleavage is not complete and 
short qPCR amplicons can still detect those fragments. Messenger RNA in tadpole 
samples were degraded two orders of magnitude faster than in oocyte samples. This 
can be explained by lack of protection factors in the tadpole samples. Oocyte as a 
single cell is full of material (RNA, protein, lipids etc.) and this matrix can surround 
and protect RNA molecules from post-mortem degradation. Further, oocyte mRNA 
fraction is not fully polyadenylated at 3’ ends, and that could increase their stability 
too. On the other hand, tadpole mRNAs are mature with polyA tails and mRNAs are 
actively translated, so there would be minimal protection from surrounding 
molecules. In addition, tadpole samples probably content much higher concentration 
of RNAses. All these factors are probably behind the observed differences in 
degradation rates in our samples. 
RNA molecules inside the cells are very sensitive to natural post-mortem 
degradation, but purified RNA samples (without RNAses) can be degraded by other 
factors such as temperature, UV light, various chemicals etc. The mechanisms of 
physical and chemical degradation is assumed to differ from natural post-mortem 
degradation. In theory, physical and chemical degradation is not dependent on RNA 
structure including presence of cap and polyA tail. We used physical RNA 
degradation induced by heat treatment to demonstrate different mechanism. Overall 
the physical degradation using 80 degrees incubation showed much slower 
degradation rate compared to post-mortem degradation. As expected, the ribosomal 
RNAs showed the same trend of degradation as mRNAs during physical degradation. 
The only exception in our hypothesis was small nucleolar RNA and we hypothesize 
that its short length makes it more stable to physical degradation than longer mRNA 
and rRNA molecules.  
In conclusion, we performed several experiments to demonstrate problematic 
side of RNA integrity/quality estimation. We can summarize our finding: 
1) ribosomal RNA is not useful indicator for natural degradation of mRNA in the 
post-mortem samples, but could be valuable indicator of physical and chemical 
degradation studies; 2) comparison of gene expression in samples with different 
degradation is problematic and could be overcome using proper references; and 
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Fig. 1. Experion electropherograms of total RNAs and determined RQI values for 
post-mortem degraded (A.) oocytes and (B.) tadpole embryos at stage 40 measured 





Fig. 2. Temporal degradation profiles of unstable genes (in blue - odc, imp3, RNA 
pol. II, maml1, atub, acta, eef1a1, mrpl1, ubc, ant1, mdh2a, xk81a1) - shown in A. 
oocyte and B. tadpole at stage 40. Degradation profiles of stable genes (in orange - 
scaRNA11, 5S rRNA, cyc1 and 18S rRNA) - C. oocyte and D. tadpole at stage 40. 
Axes x in all graphs indicate intervals of post-mortem samples in minutes and axes y 
indicate relative quantity transferred to log scale. Profiles for stable genes were 
averaged in panels A., B. and profiles for unstable genes were averaged in panels C., 




Fig. 3. Statistical analysis of degradation profiles. (A.) SOM analysis and (B.) 
hierarchical clustering for stable (orange) and degraded (blue) transcripts in post-
mortem samples. RNA spike, which was added before reverse transcription, is 
included in analysis to indicate stable RNA level.  
 
Fig. 4. Five different qPCR assays covering the whole molecules of (A.) xk81a1 and 
(B.) atub were designed and quantified to determine 5’ and 3’ specific degradation. 





Fig. 5. Heat degradation. Extracted RNAs from embryos were heated for 0, 1, 2, 4 
and 6 hours (axis x) at 80oC. (A.) Total RNA quality and RQI was tested by Experion 
system. (B.) Temporal degradation profiles of 16 transcripts measured using RT-
qPCR. Post-mortem unstable genes are shown in blue (odc, imp3, RNA pol. II, maml1, 
atub, acta, eef1a1, mrpl1, ubc, ant1, mdh2a, xk81a1) and stable genes are shown in 
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SFig. 1. Heat degradation at 80oC. Extracted RNAs from embryos were heated for 0, 
5, 10, 20 and 30 minutes (axis x). Temporal degradation profiles of cyc1, 18S rRNA, 
RNA pol. II, xk81a1 transcripts measured using RT-qPCR. Unstable genes are shown 





SFig. 2. Heat degradation at 70oC. Extracted RNAs from embryos were heated for 0, 
1, 2, 4 and 6 hours (axis x). Temporal degradation profiles of RNA pol. II, eef1a1, 5S 
rRNA, xk81a1, cyc1 transcripts measured using RT-qPCR. Unstable genes are shown 






4.5. Pre-amplification in the context of high-throughput qPCR gene expression 
experiment 
Korenkova V., Scott J., Novosadova V., Jindrichova M., Langerova L., Svec D., 
Sidova M. a Sjoback R. BMC Molecular Biology 2015, 16:5. IF 2.057  
Vysokokapacitní qPCR systém BioMarkTM (Fluidigm) představuje revoluční 
přístup v možnostech studia genové exprese. Jeho kvantifikační kapacita umožňuje 
analyzovat 48 vzorků dohromady s 48 geny a dokonce i 96 vzorků proti 96 genům. 
V součtu dochází ke kvantifikaci 2304 nebo 9216 reakcí najednou v rámci jediného 
čipu. Objem každé reakce činí pouhých 6,7 nl a předpoklad uspěšné kvantifikace 
vyžaduje vysoce koncentrovaný templát. Z tohoto důvodu byl do protokolu 
kvantifikace přídán pre-amplifikační krok, který exponenciálně navyšuje množství 
měřených templátových molekul. Předmětem této práce bylo vyhodnocení 
základních faktorů, které ovlivňují pre-amplifikační reakci, a tím pozorovat jejich 
vliv na výsledek kvantifikace měřené pomocí vysokokapacitního BioMarkTM 
systému. Byly kombinovány tři následující faktory: 1) počet pre-amplifikačních 
cyklů (15, 18, 21 a 24), 2) množství celkové RNA použité do reverzní transkripce 
(0,078 ng, 0,32 ng, 1,25 ng, 5 ng a 20 ng) a 3) míra exprese studovaného genu (5 genů 
pokrývající rozsah od nízké exprese po vysokou). Výsledky ukazují, že 
nejefektivnější pre-amplifikace vyžaduje kombinaci vyšší koncentrace vzorku 
s menším počtem pre-amplifikačních cyklů. Naměřená efektivita dosahovala hodnoty 
95% v případě použití 5 ng templátu a 18 cyklů pre-amplifikace a dokonce 100% 
účinnost byla pozorována u kombinace 20 ng templátu s 15 nebo 18 cykly. 
Ve všech těchto případech docházelo k pre-amplifikaci všech typů genů se stejnou 
účinností. Zvyšování počtu pre-amplifikačních cyklů (21 a 24 cyklů) mělo 
za následek výrazné snížení pre-amplifikační efektivity a zároveň byla zaznamenána 
zvýšená variabilata vysoce exprimovaných genů. V neposlední řadě tyto výsledky 
ukazují, že variabilita pre-amplifikačního kroku dosahuje nižších hodnot 
























































Počáteční determinace a diferenciace buněk v časném embryonálním vývoji 
X. laevis závisí na lokalizaci a distribuci maternálních faktorů. Z tohoto důvodu byl 
tento výzkum zaměřen zejména na lokalizaci maternální mRNA uvnitř zralého 
oocytu. Obecně se předpokládá, že převážná část maternální mRNA je rovnoměrně 
distribuována podél animálně-vegetativní osy oocytu a pouze její menší část vykazuje 
lokalizaci buď v animální nebo vegetativní hemisféře (Mowry and Cote, 1999; King 
et al., 2005). Nicméně na základě našich výsledků nebyl objeven ani jeden maternální 
transkript, který by byl rovnoměrně distribuován. Sindelka et al. (2008) zavedl 
metodu qPCR tomografie, která umožňuje stanovit lokalizaci transkriptů uvnitř 
biologického vzorku. V rámci experimentů byl oocyt X. laevis rozdělen na 5 částí 
podél animálně-vegetativní osy pro určení lokalizace 15 maternálních mRNA. 
Součástí předkládané disertační práce jsou výsledky pokusů, u kterých byl zvýšen 
počet řezů z původních 5 na 15 a zároveň byl i zdvojnásoben počet kvantifikovaných 
genů. Cílem vyššího rozlišení bylo podrobnější popsání lokalizačních gradientů 
maternální mRNA a možnost identifikovat případné další lokalizační profily podél 
animálně-vegetativní osy zralého oocytu X. laevis. Analýza dat potvrdila rozdělení 
maternálních transkriptů do dvou hlavních skupin v závislosti na lokalizačním 
profilu. První a zároveň i početnější skupina transkriptů se vyskytuje v animální 
hemisféře. Maximum gradientu spočívá zhruba ve třetině oocytu (3. – 6. vzorek), což 
pravděpodobně souvisí s umístěním jádra uvnitř oocytu a pasivním transportem 
těchto transkriptů z místa jejich syntézy. Animální skupina maternální mRNA 
překvapivě zahrnuje i referenční transkripty, které se běžně používají k normalizaci 
genové exprese u žab rodu Xenopus. Tento fakt dokazuje, že ve studiích 
na vnitrobuněčné úrovni není vhodné používat k normalizaci referenční geny, ale 
spíše aplikovat normalizaci na celou buňku. Druhá skupina maternálních mRNA 
vykazuje lokalizaci ve vegetativní hemisféře. Vysoké rozlišení řezů oocytem 
umožnilo rozlišit dvě podskupiny těchto transkriptů, které se liší profilem 
vegetativního gradientu. Determinanty zárodečné plazmy vykazují strmý gradient, 
což svědčí o jejich spojení s kortexem. Ostatní vegetativně lokalizované mRNA se 
vyznačují pozvolným profilem směrem k vegetativnímu pólu. Tento výsledek dvou 
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vegetativních lokalizačních profilů zároveň souvisí s odlišným typem transportních 
drah, které lokalizují maternální transkripty do vegetativní hemisféry oocytu 
X. laevis.  
Následující krok v průběhu výzkumu potvrdil přenos animálně-vegetativní 
asymetrie maternální mRNA z oocytu do dceřiných buněk v průběhu časného 
rýhování. Počínaje třetím buněčným dělením (vývojové stádium 8 buněk) lze 
na embryích pozorovat oddělení animálních blastomer od vegetativních. Z tohoto 
důvodu byla ke stanovení lokalizace maternálních transkriptů v jednotlivých 
blastomerách použita embrya ve vývojovém stádiu 8 buněk, 16 buněk a 32 buněk. 
Výsledek RT-qPCR analýzy dokázal, že animální blastomery obsahují jiné 
maternální transkripty než vegetativní blastomery. 
Dalším cílem bylo nalezení molekulárních gradientů maternální mRNA 
s důrazem na určení dorzo-ventrální a pravo-levé tělní osy u embryí ve vývojovém 
stádiu 8 buněk, 16 buněk a 32 buněk. Vymezení ventrální části embrya nastává již 
v okamžiku průniku spermie do oocytu a následně, v průběhu procesu kortikální 
rotace, dochází k nahromadění dorzálních determinantů v budoucí dorzální oblasti 
embrya. I přestože byly v naší studii měřeny všechny známé transkripty genů z Wnt 
signální dráhy a jiných signálních drah specifikující dorzo-ventrální asymetrii (dvl2, 
dvl3, lrp6, wnt11, tcf3, gsk3b, ctnnb1, foxh1, trim36 a axin1), žádný nevykazoval 
nerovnoměrnou distribuci podél této osy. Z tohoto vyplývá, že ačkoliv animálně-
vegetativní asymetrie vzniká důsledkem nerovnoměrné distribuce maternální mRNA, 
vytvoření dorzo-ventrální tělní osy bude výsledek asymetrické distribuce a/nebo 
lokalizace jiných biomolekul, pravděpodobně proteinů. Nerovnoměrná distribuce 
maternálních mRNA nebyla pozorována ani ve směru pravo-levé tělní osy. Rozdělení 
embrya na pravou a levou část je definováno první embryonální rýhou, ale projev této 
osy nastupuje až po gastrulaci. Z molekulárního hlediska byl popsán gen vg1 (gdf1), 
který se podílí na specifikaci pravo-levé asymetrie v průběhu časného embryonálního 
vývoje X. laevis (Hyatt et al., 1996). Nicméně naše výsledky neprokazují 
asymetrickou distribuci vg1 transkriptu podél této osy až do vývojového stádia 32 
buněk. Model iontového toku dokonce vymezuje pravo-levou tělní osu již v embryu 
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ve stádiu 2-4 buněk, kde se předpokládá nerovnoměrná lokalizace ATPázových pump 
v jednotlivých blastomerách (Blum et al., 2014). Gen atp4 představuje nezbytnou 
podjednotku H+/K+-ATPázové pumpy. Naše výsledky měření jeho distribuce 
v jednotlivých blastomerách od vývojového stádia 8 buněk až po stádium 32 buněk 
neprokázaly asymetrickou lokalizaci transkriptu atp4 podél pravo-levé tělní osy (tato 
data nejsou zahrnuta v publikaci 4.2.). Z tohoto vyplývá, že ani pravo-levá tělní osa 
není určena asymetrickou distribucí maternální mRNA v průběhu časného rýhování. 
Za specifikaci pravo-levé tělní osy mohou být opět zodpovědné jiné biomolekuly 
a nebo projev této asymetrie může nastupovat až v pozdějších vývojových stádiích 
X. laevis.  
Předcházející publikace vedla k závěru, že určení tělních os a tělního plánu 
v časném embryonálním vývoji X. laevis nelze vyvodit pouze na základě lokalizace 
maternálních transkriptů, ale je nutné znát i přesnou lokalizaci proteinů. Tento bod 
však zahrnuje i časo-prostorovou regulaci translace maternální mRNA. Názorný 
příklad představuje porovnání načasování translace gdf1 a vegt. I když tyto 
transkripty sdílejí stejnou transportní dráhu do vegetativní hemisféry, liší se 
v translační aktivitě. V průběhu celé oogeneze dochází k translaci proteinu Gdf1, ale 
přepis vegt transkriptu je inhibován. Protein Vegt lze pomocí protilátek detekovat až 
ve zralém oocytu a jeho výskyt přetrvává až do gastrulace (Stennard et al., 1999). 
Regulace translace maternální mRNA očividně zaujímá významnou roli 
v determinaci a diferenciaci buněk v průběhu časné embryogeneze. Z tohoto důvodu 
bylo dalším cílem stanovit lokalizační profily miRNA uvnitř zralého oocytu X. laevis. 
Ukázali jsme, že miRNA je asymetricky distribuovaná podél animálně-vegetativní 
osy oocytu a její lokalizační profily odpovídají dvěma ze tří lokalizačních profilů, 
které byly identifikovány pro maternální mRNA. Animální gradient miRNA a mRNA 
pravděpodobně vzniká pasivní difúzí těchto molekul z buněčného jádra, které je 
lokalizováno v animální hemisféře oocytu. Na druhé straně vytvoření vegetativního 
gradientu je způsobeno aktivním transportem, který vyžaduje konzervovanou 
lokalizační sekvenci. Nicméně celá nebo převážná část miRNA sekvence je nutná 
k interakci s cílovou mRNA, a proto tato sekvence pravděpodobně nemůže obsahovat 
úsek, který by umožnil další vazbu s buněčnými komponenty. Z tohoto důvodu 
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usuzujeme, že miRNA mohou být aktivně transportovány do vegetativní hemisféry 
prostřednictvím mRNA molekul, anebo k transportu dochází ještě ve formě pre-
miRNA, která disponuje 70 nukleotidovou sekvencí.  
Tato studie představuje výsledky, které poprvé dokazují asymetrickou 
lokalizací nekódujících RNA v rámci jedné buňky. Nerovnoměrná lokalizace miRNA 
uvnitř oocytu naznačuje jejich úlohu v časo-prostorové regulaci translace během 
časného embryonálního vývoje X. laevis. Jinými slovy lze tyto krátké regulační 
molekuly, společně s maternální mRNA a proteiny, zahrnout do skupiny významných 
buněčných determinantů, které se podílejí na diferenciaci jednotlivých buněk 
a na utváření tělního plánu embrya. Tuto teorii podporuje i studie, kde bylo ukázáno, 
že miR-18 se podílí na vymezení a formování zárodečných listů během časného 
embryonálního vývoje. Exprese miR-18 byla detekovaná v ektodermu a mezodermu 
a jeho funkce spočívá v potlačení endodermálního fenotypu (Colas et al., 2012). 
Zároveň tato skutečnost koreluje s výsledkem pokusů provedených v Laboratoři 
genové exprese, kde byla miR-18 lokalizována do animální poloviny zralého oocytu, 
což představuje oblast presumptivního ektodermu a částečně i presumptivního 
mezodermu. 
Na základě dosažených výsledků byly popsány lokalizační profily maternální 
mRNA a miRNA podél animálně-vegetativní osy zralého oocytu X. laevis. Ukazuje 
se, že nerovnoměrná lokalizace představuje klíčový mechanismus asymetrického 
dělení buněk během časného embryonálního vývoje. Již třínásobný rozdíl 
v koncentraci buněčného determinantu může vést ke kompletně odlišnému 
buněčnému osudu (Smith and Gurdon, 2004). Tato nerovnoměrná lokalizace se však 
nevztahuje pouze na maternální biomolekuly. Bylo dokázáno, že dochází 
i k asymetrické distribuci anorganických iontů a kovů, jako je měď, zinek a železo, 
uvnitř oocytu X. laevis (Popescu et al., 2007).  
Všechny výše předkládané výsledky byly stanoveny pomocí kvantitativní 
metody RT-qPCR. Tato metoda klade vysoké nároky na kvalitu a stabilitu použité 
RNA. Již částečná degradace RNA vede ke zvýšení technické variability a snižuje 
tak přesnost získaných výsledků. Z tohoto důvodu byla další fáze práce zaměřena 
105 
 
na objasnění vlivu enzymatické a teplotní degradace na integritu RNA molekul. 
Enzymatická degradace zastupuje přirozenou degradaci, taktéž označovanou jako 
degradaci post mortem. Vzhledem k získaným výsledkům je zřejmé, že různé typy 
RNA vykazují odlišnou citlivost k účinku degradace post mortem. Přestože u rRNA 
nedocházelo k degradaci ani po několika desítkách minut, mRNA podléhala 
degradaci v řádech jednotek minut. Pravděpodobnou příčinou se zdá být vyšší 
odolnost rRNA proti RNázám, které přednostně degradují molekuly s polyA koncem 
a methylguanosinovou čepičkou. Nízký stupeň degradace rRNA se však může 
promítnout do chybného vyhodnocení kvality RNA. Některé kapilární elektroforézy 
vyhodnocují intergitu RNA pouze na základě poměru 18S/28S rRNA. I přesto, že je 
analyzovaná RNA vyhodnocena jako vysoce kvalitní, může být většina mRNA 
molekul ve vzorku degradována. Dalším cílem výzkumu bylo porovnání vlivu 
enzymatické degradace post mortem na maternální a zygotickou RNA. Jako 
modelové systémy sloužili zralé oocyty X. laevis a pulci ve vývojovém stádiu 40. 
Vzhledem k výsledkům této analýzy bylo prokázáno, že maternální mRNA vykazuje 
o dva řády vyšší odolnost než zygotická mRNA. Tento rozdíl může být způsoben tím, 
že maternální mRNA je více chráněná před působením RNáz než transkriptom běžné 
buňky, který má nedostatek těchto ochranných faktorů.  
Jako druhý byl testován mechanismus fyzikální degradace, která byla 
zastoupena teplotní degradací. Na základě dosažených výsledků se ukázalo, že 
zahříváním izolovaných vzorků RNA na teplotu 80 oC se snižuje integrita všech typů 
RNA se stejnou účinností a působení této degradace lze pozorovat až v řádech hodin.  
Poslední cíl disertační práce souvisel s kvantifikací genové exprese 
prostřednictvím qPCR přístroje BioMarkTM. Tento vysokokapacitní systém byl 
použit ke stanovení lokalizace maternální mRNA podél animálně-vegetativní osy 
zralého oocytu X. laevis. Hlavní podmínkou úspěšné kvantifikace pomocí BioMarkTM 
přístroje je vysoká koncentrace templátových molekul. Dostatečné množství templátu 
je zajišťováno pre-amplifikační reakcí. Efektivita této reakce je však ovlivňována jak 
počtem zvolených cyklů, tak množstvím vstupní RNA nebo mírou exprese 
studovaného genu. Dle dosažených výsledků je zřejmé, že nejúčinnější pre-
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amplifikační reakce probíhá při použití řádově desítek ng templátu (testováno bylo 
5 a 20 ng celkové RNA) společně s 15 nebo 18 pre-amplifikačními cykly. Stejně tak 
je nutné, aby v průběhu pre-amplifikace nedocházelo ke zvyšení variability získaných 
dat. Tato podmínka byla ověřena při studiu lokalizace maternální mRNA uvnitř 
oocytu. Porovnání lokalizačních profilů transkriptů maml (animální gradient) a vg1 
(vegetativní gradient) před pre-amplifikací a po pre-amplifikaci potvrdilo, že tento 






















1. Podařilo se identifikovat dvě hlavní skupiny maternálních mRNA, které 
se projevují odlišným lokalizačním gradientem podél animálně-vegetativní 
osy uvnitř zralého oocytu X. laevis. Animální gradient vzniká spontánně 
pasivní difúzí transkriptů z jádra, zatímco vegetativní gradient je tvořen 
aktivním transportem.  
 
2. Patnáct řezů připravených z oocytu pomocí vysokorozlišovací metody 
umožnilo rozlišit dvě vegetativní podskupiny mRNA, které se liší profilem 
lokalizačního gradientu. Determinanty zárodečné plazmy jsou strmě 
lokalizované ve vegetativním pólu, zatímco gradient ostatních vegetativně 
lokalizovaných mRNA vykazuje pozvolný a kontinuální nárůst směrem 
k vegetativnímu pólu.  
 
3. Byla potvrzena nerovnoměrná distribuce maternálních mRNA, které jsou 
asymetricky lokalizované podél animálně-vegetativní osy zralého oocytu, 
do jednotlivých dceřiných buněk během rýhování X. laevis. Animální 
blastomery z vývojových stádií 8 buněk, 16 buněk a 32 buněk obsahují jiné 
maternální transkripty než vegetativní blastomery. 
 
4. Všechny studované maternální mRNA vykazovaly rovnoměrnou distribuci 
podél dorzo-ventrální a pravo-levé tělní osy u embryí z vývojových stádií 
8 buněk, 16 buněk a 32 buněk. Z čehož vyplývá, že animálně-vegetativní 
asymetrie vzniká důsledkem gradientů mRNA, ale specifikace dorzo-ventrální 
a pravo-levé tělní osy vzniká nerovnoměrnou distribucí jiných biomolekul, 
například proteinů.  
 
5. Byly popsány dva základní profily asymetrické lokalizace miRNA podél 
animálně-vegetativní osy zralého oocytu X. laevis. Tato nerovnoměrná 
lokalizace naznačuje, že miRNA společně s maternální mRNA a proteiny lze 
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zahrnout do skupiny významných buněčných determinantů, které se podílejí 
na časo-prostorové diferenciaci jednotlivých buněk a na utváření tělního plánu 
embrya. 
 
6. Byl popsán vliv enzymatické degradace post mortem a teplotní degradace 
na různé typy molekul RNA. Na působení degradace post mortem je mnohem 
citlivější mRNA, zatímco rRNA vykazuje vysokou stabilitu. Z tohoto 
výsledku vyplývá, že při přirozené degradaci post mortem není žádoucí 
vyhodnocovat integritu celkové RNA pouze na základě integrity rRNA. 
 
7. Bylo zjištěno, že RNA z pulců vykazuje nižší stabilitu ve srovnání s maternální 
RNA, která je pravděpodobně více chráněná před působením RNáz v průběhu 
enzymatického typu degradace post mortem. 
 
8. Bylo dokázáno, že pre-amplifikační reakce nezvyšuje variabilitu naměřených 
dat a zároveň byly vyhodnoceny optimální podmínky počtu pre-
amplifikačních cyklů, množství celkové RNA a míry exprese studovaného 
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8. Seznam zkratek 
Ago   Argonaute protein 
MO   morpholino oligonukleotides 
cdx1   caudal type homeobox 1 
CPE   cytoplasmic polyadenylation element  
dazl   deleted in azoospermia-like 
ddx25   deadsouth 
dvl   dishevelled 
gdf1   growth differentiation factor 1 
GRP    gastrocoel roof plate 
gsk3β   glycogen synthase kinase 3 beta 
hCG   human chorionic gonadotropin 
HM   hlavový mezoderm 
LPM   lateral plate mesoderm 
MBT   mid-blastula transition 
METRO  messenger transport organizer 
miRNA  micro ribonucleic acid; microRNA 
mRNA  messenger ribonucleic acid 
mRNP  mRNA and protein complex 
mtRNA  mitochondrial RNA 
OCT    optimal cutting temperature 
P-bodies   processing bodies 
pgat   primordial germ cell-associated transcript 
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pitx2   paired-like homeodomain 2 
qPCR   quantitative polymerase chain reaction 
RISC   RNA-induced silencing complex 
rRNA   ribosomal RNA 
RT-miQPCR reverse transcriptase miRNA quantitative polymerase chain 
reaction  
RT-qPCR  reverse transcriptase quantitative polymerase chain reaction 
RQI   RNA Quality Indicator 
scaRNA  small cajal body-specific RNA 
UTR   untranslated region 
vegt   vegetal T-box transcription factor 
Wnt   Wingless/Int-1 
wnt11   wingless-type member 11 
xbra   Xenopus brachyury 
Xlsirt   Xenopus laevis short interspersed repeat transcripts 
xnr   Xenopus nodal related  
 
 
 
 
